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RESUMEN

RESUMEN

La obesidad, cuyo incremento se ha multiplicado en la ultima década, y sus comorbilidades
como diabetes tipo Il son los principales factores asociados a la enfermedad del higado graso
por disfuncion metabolica (MASLD). En la busqueda de nuevos candidatos para un tratamiento
frente a estas patologias han surgido los reguladores de ciclo celular, y entre ellos, objeto de
nuestro interes, p107. p107 es una proteina perteneciente a la familia de las “pocket proteins”
junto con Rb y p130, y que ha demostrado tener un papel importante en el balance energético.
Ademas, estudios realizados por nuestro grupo, ya publicados, describieron como los ratones
p107 KO mostraban resistencia a la obesidad inducida por dieta debido a un aumento del gasto
energético como consecuencia de un incremento de la termogénesis en el tejido adiposo marron
(TAM) y amarronamiento del tejido adiposo blanco (TAB), indicando su relevancia como
modulador de la actividad metabdlica tanto de los adipocitos marrones como de los blancos.

En la presente tesis doctoral se intenta explorar las acciones de pl07 sobre el metabolismo
lipidico y de la glucosa tanto en el higado como en el tejido adiposo. Por otra parte, se intentara
discernir su influencia en la comunicacidn entre estos dos tejidos y los consecuentes efectos en
el desarrollo de la obesidad y de la enfermedad hepaética.

Para ello, utilizamos ratones knockouts de p107 y ratones con “downregulation” especifica en
el higado. A estos animales se les indujo obesidad y esteatosis hepatica mediante dietas altas en
grasa (HFD) o dietas altas en grasa y deficientes en colina (CDHFD).

Nuestros resultados han demostrado que, en concordancia con los modelos de obesidad, la
inhibicion de p107 produce una resistencia a la esteatosis inducida por dieta actuando sobre el
metabolismo lipidico y de la glucosa. Por otra parte, la inhibicion especifica en el higado, si
bien ejerce acciones sobre el tejido adiposo, en conjunto produce efectos fenotipicos mas
discretos.

En conclusion, este trabajo muestra un nuevo papel de p107 en metabolismo tanto a nivel
hepatico como en la comunicacion del higado con el tejido adiposo blanco siendo un potencial
candidato como nueva diana terapéutica para retrasar el MASLD y la progresion de la
enfermedad hepatica.



DE COMPOSTE




ABSTRACT

ABSTRACT

Obesity, which has increased in the last decade, and its comorbidities such as type Il diabetes
are the main factors associated with metabolic dysfunction fatty liver disease (MASLD). In the
search for new candidates for treatment of these pathologies, cell cycle regulators have
emerged, and among them, the object of our interest, p107. p107 is a protein belonging to the
family of “pocket proteins” together with Rb and p130, and has been shown to play an
important role in energy balance. In addition, studies carried out by our group, already
published, described how p107 KO mice showed resistance to diet-induced obesity due to an
increase in energy expenditure as a consequence of an increase in thermogenesis in brown
adipose tissue (BAT) and browning of white adipose tissue (WAT), indicating its relevance as
a modulator of metabolic activity in both brown and white adipocytes. In this doctoral thesis
we attempt to explore the actions of p107 on lipid and glucose metabolism in both the liver and
adipose tissue. Furthermore, we will attempt to discern its influence on the communication
between these two tissues and the consequent effects on the development of obesity and liver
disease.

To this end, we used p107 knockout mice and mice with specific “downregulation” in the liver.
These animals were induced to develop obesity and hepatic steatosis using high-fat diets (HFD)
or high-fat choline-deficient diets (CDHFD).

Our results have shown that, in agreement with obesity models, p107 inhibition produces
resistance to diet-induced steatosis by acting on lipid and glucose metabolism. On the other
hand, specific inhibition in the liver, although it exerts actions on adipose tissue, overall
produces more discrete phenotypic effects.

In conclusion, this work shows a new role of p107 in metabolism both at the hepatic level and
in the communication of the liver with white adipose tissue, being a potential candidate as a
new therapeutic target to delay MASLD and the progression of liver disease.
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RESUMO

RESUMO

A obesidade, que aumentou na ultima década, e as suas comorbilidades como a diabetes tipo 11
son o0s principais factores asociados & enfermidade do figado graso por disfuncion metabdlica
(MASLD). Na procura de novos candidatos para o tratamento destas patoloxias, xurdiron os
reguladores do ciclo celular, e entre eles, o obxecto do noso interese, p107. A p107 é unha
proteina pertencente a familia das "proteinas de peto” xunto con Rb e p130, e demostrouse que
desempefia un papel importante no equilibrio enerxético. Ademais, estudos realizados polo
noso grupo, xa publicados, describian como os ratos pl07 KO mostraban resistencia &
obesidade inducida pola dieta debido ao aumento do gasto enerxético como consecuencia dun
aumento da termoxénese no tecido adiposo pardo e do tecido adiposo marrén (TAM). Tecido
adiposo branco (TAB), que indica a sua relevancia como modulador da actividade metabdlica
tanto en adipocitos marréns como brancos. Nesta tese de doutoramento intentamos explorar as
accions da p107 sobre o metabolismo dos lipidos e da glicosa tanto no figado como no tecido
adiposo. Ademais, tentarase discernir a sta influencia na comunicacion entre estes dous tecidos
e 0s consecuentes efectos no desenvolvemento da obesidade e da enfermidade hepatica.

Para iso, utilizamos ratos knockout p107 e ratos con "regulacion negativa" especifica no figado.
Estes animais foron inducidos a desenvolver obesidade e esteatose hepatica mediante dietas
ricas en graxas (HFD) ou dietas ricas en graxas deficientes en colina (CDHFD).

Os nosos resultados demostraron que, de acordo cos modelos de obesidade, a inhibicion de
pl07 produce resistencia a esteatose inducida pola dieta ao actuar sobre o metabolismo dos
lipidos e da glicosa. Por outra banda, a inhibicidn especifica no figado, ainda que exerce accions
sobre o tecido adiposo, en xeral produce efectos fenotipicos mais discretos.

En conclusion, este traballo mostra un novo papel da pl107 no metabolismo tanto a nivel
hepatico como na comunicacion do figado co tecido adiposo branco, sendo un potencial
candidato como nova diana terapéutica para atrasar a MASLD e a progresién da enfermidade
hepatica.
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ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y ANGLICISMOS

ACC: acetil-CoA carboxilasa (acronimo del ingles: acetyl-CoA carboxilase). El gen se describe
con las siglas: acaca

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario

AG: &cido graso

AgRP: péptido relacionado con aguti (acronimo del inglés: agouti-related peptide)

AKT: protein kinasa B-PKB

AMPK: quinasa activada por adenosina monofosfato (acrénimo del inglés: adenosine
monophosphateactivated kinase)

ARNM: acido ribonucleico mensajero

ARNSsh: &cido ribonucleico de horquilla corta (acrénimo del inglés: short hairpin)

ATF6: FT activante 6 (acronimo del inglés: activating transcription factor 6)

ATP: trifosfato de adenosina (acronimo del inglés: adenosine triphosphate)

AUC: &rea bajo la curva (acrénimo del inglés: area under the curve)

BSA: alblmina sérica bobina

cAMP: monofosfato de adenosina ciclico

CDHFD: dieta deficiente en colina y alta en grasa

CDK: quinasas dependientes de ciclinas (cyclin-dependent kinase)

CD36: cluster of differenciation 36

ChREBP: proteina de union en respuesta a carbohidratos (acronimo del inglés:
carbohydrateresponsive). El gen se describe con las siglas: mlxipl

CO2: dioxido de carbono

CoA: coenzima A

CPT (la y 2): carnitina palmitoiltransferasa

CRE: elementos de respuesta ATF/CAMP (acronimo del inglés: cAMP-response element)
CREB: elemento de union en respuesta a AMPc (acronimo del inglés: cAMP response
elementbinding)

CYP: citocromo P450

DAG: diacilgliceridos

DEPC: dietilpirocarbonato

DGAT: diglicérido aciltransferasa

DIO: obesidad inducida por la dieta (acrénimo del inglés: diet induced obesity)

DM2: diabetes mellitus tipo 2

DMSO: dimetilsulfoxido

DNL.: en inglés De novo lipogenesis

EDTA: acido etilendiaminotetraacético (acronimo del inglés: ethylene-diamine-tetraacetic
acid)

EMEM: medio de cultivo celular (acronimo del inglés: Minimum Essential Medium Eagle)
FADH: dinucledtido de flavina y adenina (acrénimo del inglés: flavin adenine dinucleotide)
FAS: acido graso sintetasa (acronimo del inglés: fatty acid synthase). El gen se describe con
las siglas: Fasn

FATP: proteina de transporte de acidos grasos

FBS: suero bovino fetal (acronimo del inglés: fetal bovine serum)

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos

FGF21: factor de crecimiento fibroblastico 21 (acrénimo del inglés: fibroblast growth factor
21)

FoxOL1: factor de transcripcion (acronimo del inglés: Forkhead box O1)

FXR: receptor X fernesoide
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GAPDH: glieraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

G6PC: glucosa-6-fosfato

GCK: glucoquinasa

GK: glucoquinasa

GLP-1: péptido 1 similar al glucagon (acrénimo del inglés: glucagon-like peptide 1)

GLUT (1, 2 0 4): transportador de glucosa (tipo 1, 2 04) (acrénimo del inglés: glucose
transporter). EI gen se describe con las siglas: Slc2a2

GTT: test de tolerancia a glucosa

h: hora/s

HDAC: Histona desacetilasa

HDL.: lipoproteinas de alta densidad (acronimo del inglés: high density lipoprotein)

HFD: dieta alta en grasa

Hit: golpe, en relacion a las etapas del desarrollo de NAFLD

HSL: lipasa sensible a hormonas (acrénimo del inglés: hormone-sensitive lipase)

IL: interleuquina

IMC: indice de masa corporal

IP: intraperitoneal

IREL: inositol requiring enzyme 1 alpha

ITT: test de tolerancia a insulina

JNK: kinasa N-terminal de c-Jun

KO: Acronimo del inglés: knock out

LDL: lipoproteinas de baja densidad (acronimo del inglés: low density lipoprotein)

LDN: lipogénesis de novo

LXR: receptor nuclear hepatico X (acronimo del inglés: liver X receptor). El gen se describe
con las siglas: Nr1h2

MASLD: enfermedad del higado graso asociada a disfuncion metabolica (acrénimo del
inglés: Metabolic dysfunction—associated steatotic liver disease)

MG: monoacilglicéridos

MRI: resonancia magnética por imagen

mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero (acronimo del inglés: mammalian target
of rapamycin)

Mttp: proteina microsomal de transferencia de trigliceridos (acronimo del inglés: microsomal
triglyceride transfer)

Myf5: factor miogénico 5 (acronimo del inglés: myogenic factor 5)

NADH: dinucleétido de nicotinamida y adenina (acrénimo del inglés: nicotinamide adenine
dinucleotide)

NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido

NAFL: esteatosis no alcohdlica

NAFLD: enfermedad de higado graso no alcohdlico

NCoR: correpresor 1 de receptor nuclear

NE: norepinefrina

NEFAs: acidos grasos libres (acrénimo del inglés: non-esterified fatty acids)

NLRX1: Miembro de la familia NLR X1

O2: oxigeno

OMS: organizacion mundial de la salud

PBS: solucidn salina tamponada con fosfato (acronimo del inglés: phosphate buffered saline)
PC: piruvato carboxilasa

PCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (acronimo del inglés: phosphoenolpyruvate
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carboxykinase). El gen se describe con las siglas: pck

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (acronimo del inglés: polymerase chain reaction)
PDH: piruvato deshidrogenasa (acrénimo del inglés: piruvate deshidrogenase)

PDK: piruvato deshidrogenasa quinasa (acrénimo del inglés: piruvate deshidrogenase kinase)
PERK: PKR-like ER kinase

PFK: fosfofructoquinasa

PGCI1: coactivador de PPARy 1 (acronimo del inglés: PPAR v coactivator 1)

PI3K: fosfoinositol 3 kinasa (acrénimo del inglés: phosphoinositide 3-kinase)

PK: piruvato quinasa (acronimo del inglés: pyruvate kinase)

PKA: proteina quinasa A (protein kinase A)

PKC: proteina quinasa C (protein kinase C)

PKM2: Isoenzimas M1/M2 de la piruvato quinasa

PPAR (ay v): receptor activado del proliferador del peroxisoma (acrénimo del inglés:
peroxisome proliferator activated receptor)

Prdm16: dominio Pr 16 (acrénimo del inglés: Pr domain zinc finger 16)

PTT: test de tolerancia al piruvato

PVDF: difluoruro de polivinilideno

QM: quilomicrones

RE: reticulo endoplasmatico

RI: resistencia a la insulina

ROS: especies reactivas de oxigeno (acrénimo del inglés: reactive oxygen species)
rpm: revoluciones por minuto

RQ: cociente respiratorio (acronimo del inglés: respiratory quotient)

RT-PCR: PCR a tiempo real

SCD1.: estearoil-CoA desaturasa 1 (acronimo del inglés: -CoA desaturase 1)

SDS: dodecil-sulfato sodico (acronimo del inglés: sodium dodecylSulfate)
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

SEM: error estandar de la media (acrénimo del inglés: standard error of the mean)
SIRT1y6: sirtuinaly 6

SREBP1c: proteina de unién reguladora de esterol tipo 1-c (acrénimo del inglés: sterol
regulatory elementbinding protein 1c). El gen se describe con las siglas: Srebfl

STD: estandar (acronimo del inglés: standard), también empleado en el texto para denominar
a la dieta estandar de los roedores.

TA beige: tejido adiposo beige

TAB: tejido adiposo blanco

TABep: tejido adiposo blanco epididimal

TABSsc: tejido adiposo blanco subcutaneo

TAE: Tris-acetato-EDTA

TAM: tejido adiposo marrén

TCA: ciclo del &cido citrico o tricarboxilico (acronimo del inglés: tricarboxylic acid cycle)
TEMED: tetrametil-etilendiamina

TG: triglicéridos

TGFp: factor de crecimiento tumoral beta

TNF: factor de necrosis tumoral

UCP1.: proteina desacopladora 1 (acronimo del inglés: uncouplign protein 1)

VHFD: dieta muy alta en grasa (acrénimo del inglés: very high fat diet)

VLDL.: lipoproteinas de muy baja densidad (acrénimo del inglés: very low density
lipoprotein)
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WT: controles de tipo salvaje (acronimo del inglés: wild type)
B 3Adr: siglas de receptor adrenérgico 3 3
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1 HOMEOSTASIS ENERGETICA

1.1 EN LINEAS GENERALES

El concepto de homeostasis energética es fundamental para inicialmente comprender el
desarrollo del sindrome metabodlico. Desde el punto de vista etimolégico, la palabra homeostasis
estd compuesta de dos raices de origen griego, “homoios” que significa “igual o similar” y
“stasis” con un significado de estabilidad. Sin embargo, el concepto basico de qué significa
realmente la homeostasis energética, solamente fue elaborado tras el desarrollo de estudios que
involucran la regulacion del apetito, el metabolismo energético y otros procesos relacionados
con la ingesta de alimentos. Por mucho tiempo, no habia una definicion concreta de la
homeostasis energética. Basada en la primera (Principio de la Conservacion de la Energia) y
segunda ley (Principio de la Entropia) de la termodinamica, la homeostasis energética es
caracterizada por un conjunto de mecanismos complejos que los organismos vivos desempefian
para mantener un equilibrio energético interno?.

Es importante destacar que la homeostasis energética se sustenta en la primera ley de la
termodinamica, por mantener la cantidad total de energia en un organismo siempre constante
en el tiempo, cuando no haya entrada o salida de energia de este sistema?. Es decir, este sistema
cerrado u organismo, para mantener su balance energético interno, debe buscar un equilibrio
entre la cantidad de energia consumida (por medio de la alimentacion) con la cantidad de
energia utilizada (por intermedio del metabolismo basal, de la actividad fisica y de la
termogénesis adaptativa). Ademas, la segunda ley de la termodindmica también demuestra
fuertemente como los organismos vivos cumplen los principios de la conservacion y eficiencia
energética para mantener la homeostasis energética. El principio de la Entropia se relaciona
directamente al proceso de equilibrio energético, ya que todos los organismos deben regularse
para maximizar la eficiencia en el uso de la energia y opuestamente minimizar el desperdicio
de energia. Luego, este organismo evita el estado de mayor desorden y aleatoriedad, que es el
estado de aumento de la entropia (Medida del desorden de un sistema)?.

Para entender mejor la complejidad y simplificar el proceso de homeostasis energética,
vamos a explorar un concepto brevemente introducido, el balance energético. Este concepto,
parte de una ecuacion basica, que es la siguiente:

A-Energia almacenada = A-Consumo de energia — A:Energia gastada
Esta ecuacion, entendida a mediados del siglo XIX, implica la siguiente relacién: la
Aenergia almacenada equivale a la diferencia entre el A.consumo de energia (ingesta de

alimentos) y la Aenergia gastada a través del metabolismo basal, del ejercicio fisico y de la
termogénesis adaptativa (Imagen 1)2.
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Consumo = Gasto
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adaptativa

(Ingesta de calaorias)

Balance energético

Imagen 1. Balance energético (elaboracion propia, mediante Biorender).

El balance energético mantenido por un organismo se logra cuando el aporte de energia
proveniente de la ingesta de alimentos es igual al gasto de energia para sustentar al cuerpo. Es
importante destacar que no todo alimento consumido sera absorbido, una pequefia fraccion es
excretada por filtracion renal o eliminacion fecal. Todas las regulaciones metabdlicas se
realizan en funcion del nivel de suministro de nutrientes al cuerpo, lo que conducira a diferentes
vias. Asi, se observa que la homeostasis energética se producira de diferentes maneras, cuando
el cuerpo se encuentre en un estado de privacién de alimentos (balance energético negativo) o
de aporte excesivo de nutrientes (balance energético positivo)>“. Como la energia ingerida
proviene solamente de la alimentacion, la variacion energética dependera directamente de tres
factores: tasa metabdlica basal (TMB), actividad fisica y termogénesis adaptativa.

La tasa metabdlica basal (TMB), se define como el gasto energético minimo de un
organismo para mantener funciones vitales en un estado de reposo dentro de un ambiente
termoneutral, que ademas puede variar de acuerdo con la masa corporal del organismo, con
tasas fisiologicas y bioquimicas y con el mismo exponente alométrico que la tasa metabdlica
de campo®. Es importante resaltar que hormonas como, hormonas tiroideas,
adrenalina/noradrenalina y cortisol por ejemplo, afectan la tasa metabdlica basal de acuerdo
con su concentracion. Individuos con hipertiroidismo son mas susceptibles a la pérdida de peso
mientras individuos con hipotiroidismo suelen ganar peso debido a una disminucién de la
actividad metabolica®. En pacientes con reacciones alérgicas graves, el uso de adrenalina es una
alternativa de tratamiento al ser un estimulante cardiaco muy potente. Estudios demuestran que
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la infusion de adrenalina aumenta significativamente el gasto energético en reposo (REE) en
un 12% y el cociente respiratorio (RQ) en sujetos sanos, debido al aumento de la oxidacion de
hidratos de carbono’. Ademas, la “hormona del estrés”, el cortisol aumenta la tasa metabdlica
basal (TMB) de mujeres durante el embarazo, lo que indica una relacion importante entre el
cortisol y el ajuste del peso y de la composicion corporal de la madre®?.

La actividad fisica, se caracteriza por un conjunto de movimientos corporales voluntarios
producidos por los musculos esqueléticos, que consecuentemente irdn produciendo un
desequilibrio energético inicial de aproximadamente 2MJ/dia. Es evidente que este
desequilibrio a largo plazo sera diferente en cada individuo, de acuerdo con su composicion
corporal y la intensidad diaria de actividad fisical®. Como respuesta compensatoria al aumento
del gasto energético, el organismo aumenta los estimulos de ingesta de alimentos para que la
energia gastada sea compensada a través de un mayor consumo cal6érico®®11,

La termogénesis adaptativa, es un proceso de produccion de calor ejecutada por el tejido
adiposo marron (TAM o brown adipose tissue, BAT) que resulta en un aumento de la tasa
metabdlica basal, buscando un control de la homeostasis energética, principalmente en
respuesta al frio o también a un estimulo simpatico2. El proceso de termogénesis se debe a la
alta concentracion de mitocondrias presentes en los adipocitos marrones, que tienen el papel de
activar la proteina desacopladora 1 (UCP-1) que a su vez sera la responsable de la disipacion
de energia en forma de calor'®14, Los adipocitos marrones son mas activos en los mamiferos
que hibernan y en los recién nacidos, aunque esten presentes en los individuos adultos. El papel
de la termogénesis adaptativa, ademas de ser importante en el equilibrio energético, puede ser
una via alternativa para la terapia de la diabetes tipo 2 y de las enfermedades metabdlicas como
la obesidad®.

La homeostasis energética es un sistema de control sustancial que domina todo el
organismo, tanto a nivel celular como sistémico, buscando mantener estable el metabolismo
interno, evitando cambios significativos®. A través de la ingesta de alimentos, mecanismos
fisioldgicos, equilibrio de nutrientes y procesos oxidativos celulares, el organismo es capaz de
garantizar la homeostasis energética. Sin embargo, esta homeostasis puede verse afectada por
constantes interferencias, que en consecuencia alteran su equilibrio. Algunos factores como la
escasez 0 abundancia de alimentos, lesiones cerebrales, toxinas, procesos inflamatorios, estilo
de vida y otros factores ambientales, pueden alterar la homeostasis del cuerpo. Cuando estos
factores estresantes alteran la homeostasis energética, el cuerpo utiliza mecanismos que buscan
el retorno a su patroén fisiol6gico®-28,

El organismo tiene formas homeostaticas y no homeostaticas de controlar el consumo de
alimentos y el equilibrio energético. ElI control homeostatico depende principalmente del
hipotalamo y del sistema endocrino. Los nucleos hipotalamicos estan formados por circuitos
internos de neuronas que actuan como sensores de las sefiales hormonales y otros metabolitos,
y en consecuencia envian respuestas para mantener el equilibrio energético. Por otro lado, el
control no homeostatico estd relacionado principalmente con el sistema cortico-limbico del
cerebro, que es responsable de los efectos sensoriales de los alimentos en el cuerpo. A través
de experiencias positivas provocadas por el consumo de alimentos muy sabrosos, el organismo
se modula y se vuelve mas susceptible a sus efectos. Una experiencia positiva con un tipo de
alimento podré generar una memoria asociativa, la cual sera recordada a través de estimulos
sensoriales como sensaciones visuales y olfativas. Sin siquiera ingerir el alimento, el cuerpo ya
conocera los efectos que se derivan de su consumo81°,
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2 EL HIGADO

El higado es un 6rgano metabodlico que desempefia un papel vital en el metabolismo al regular
el almacenamiento y la liberacion de nutrientes como carbohidratos, lipidos y aminoacidos.
Todo esto es posible debido su estructura densamente vascularizada y con distintos
compartimentos como la vena porta, la vena central, la arteria hepatica y los sinusoides.
Ademas, la presencia de células con funciones especializadas segin su ubicacion dentro del
érgano, contribuye a sus funciones metaboélicas generales?°.

En el contexto del metabolismo, el higado regula procesos metabolicos como la
glucogendlisis, la gluconeogénesis, la lipogénesis y la oxidacidn de cidos grasos para gestionar
los niveles de energia en el cuerpo. La expresion genética metabdlica de este drgano esta
controlada por el reloj circadiano, lo que garantiza la coordinacion con los estados de
alimentacion y ayuno para un equilibrio energético adecuado. Tras la absorcion de los nutrientes
por el intestino, la respuesta del higado sera influenciada por hormonas como la oxintomodulina
y la grelina, que vinculan las actividades intestinales con las funciones hepéaticas. Otra hormona
de igual importancia y que actua directamente en el higado, es la insulina. Un mensajero
responsable por indicar al tejido hepatico el almacenamiento del exceso de glucosa en forma de
glucdgeno para su uso posterior como fuente energética, ademas de fomentar la sintesis de
triglicéridos en el higado para el almacenamiento de energia’-22,

2.1 HOMEOSTASIS LIPIDICA EN EL HIGADO

El higado se encarga de metabolizar una amplia gama de lipidos, destacandose
diferentes grupos como, los acidos grasos no esterificados (NEFAS), triacilgliceroles y acil
graso-CoA. El mecanismo de metabolizacion de los lipidos en el higado esta estrechamente
regulado por receptores nucleares como la proteina 1c de union a elementos reguladores de
esteroles (SREBP1c) y el receptor alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR),
que influyen en la transcripcion de genes para la sintesis y oxidacion de lipidos?3. Ademas, es
importante destacar que los lipidos metabolizados por las células hepaticas son provenientes
de, un aporte directo de la dieta, del tejido adiposo mediante la lip6lisis y de la lipogénesis de
novo (LDN).

2.1.1 Captacion de lipidos circulantes

Tras el consumo de alimentos, la grasa (gran mayoria en forma de triglicéridos)
procedente de la dieta, ingresa al higado como restos de quilomicrones o &acidos grasos
derivados de quilomicrones, que son productos de la digestion y absorcion de grasas en los
intestinos?*. Los quilomicrones se forman durante la absorcion de lipidos en el intestino,
ensamblando los lipidos en particulas grandes y esféricas ricas principalmente en
triacilgliceroles (TAG). El ensamblaje de los quilomicrones se da con la accion de la
apolipoproteina B-48 (ApoB48) y de la proteina microsomal de transferencia de triglicéridos
(MTP). Mientras ApoB48 proporciona un marco estructural para la integracion de los lipidos,
MTP interactua con los lipidos y los trasfiere a la ApoB naciente, lo que ayuda a la aceptacion
de los lipidos?>?5, Estos productos de la digestion son absorbidos por los enterocitos mediante
difusion. Desde la mucosa intestinal, los quilomicrones son transportados en gran medida para
el sistema linfatico tanto en forma esterificada como libre, donde son drenados a la circulacion
sanguinea asociandose a apolipoproteinas?’.
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Una vez llegado al higado, el tejido hepatico toma los lipidos de los quilomicrones y los
procesa para almacenarlos como reservas de energia o utilizarlos para diversas funciones
metabdlicas?®. La otra parte de los acidos grasos circulantes en sangre que llegan al higado son
provenientes del proceso de lipdlisis del tejido adiposo blanco. Dentro de los adipocitos, el
proceso de lipdlisis resulta en la descomposicion del triacilglicerol (TAG) en acidos grasos y
glicerol. Este proceso esta regulado por, hormonas como la leptina y las catecolaminas que son
responsables por la estimulacion de este proceso mediante la activacion de enzimas lipoliticas.
Las proteinas como Gso, lipasa sensible a hormonas (HSL) y perilipina A son cruciales para
mediar los efectos de la leptina y de las catecolaminas sobre la lipolisis. Ademas, enzimas como
adiponutrin, desnutrin y nuevas lipasas como desnutrin/ATGL son responsables de catalizar la
hidrolisis de los TAGs. La insulina, por otro lado, inhibe la lipdlisis suprimiendo la actividad
del HSL, favoreciendo el almacenamiento de grasa en el tejido adiposo?.

Una vez en la sangre, los lipidos serdn internalizados para el higado, a través de
transportadores transmembranas como, las caveolinas, FATP (proteina transportadora de acidos
grasos especialmente del tipo 2 y 5) y CD36. Dentro del grupo de las caveolinas, CAV1 regula
el transporte de colesterol y la distribucién de las membranas en el higado®. FATP2 funciona
como una proteina transportadora de acidos grasos y acil-CoA sintetasa 1 de cadena muy larga
en el higado. La expresiéon de FATP2 esta controlada por el receptor activado por proliferador
de peroxisomas (PPARa) y por FOxAL. La eliminacion de FATP2 en el higado influye en la
expresion de genes regulados por PPARGa, lo que afecta el panorama metabdlico a traves de las
vias de sefializacion de PPARo>!. El Gltimo transportador citado CD36, se encarga de regular
la produccion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en el higado y media la absorcion
hepatica de cidos grasos (AG). El aumento de la expresion de CD36 puede provocar una mayor
absorcion de acidos grasos y acumulacion de triglicéridos, sin embargo la inhibicion de CD36
en los hepatocitos reduce el contenido de triglicéridos, disminuye la acumulacion de acidos
grasos insaturados y mejora la sensibilidad a la insulina en ratones alimentados con una dieta
alta en grasas®>33, CD36 influye en la secrecion de VLDL en humanos, ya que su eliminacion
produce una supresion del 60% de la produccion de VLDL, lo que demuestra su importancia
en el transporte de lipidos®?. Cuando hay remanentes de VLDL extracelular, estas moléculas
pueden volver al higado a través de una hidrolisis ejecutada por LPL. La relacion entre los
componentes de superficie y nacleo de las particulas VLDL, junto con la presencia de la
apoproteina Cll como cofactor de LPL, explica la preferencia de LPL por particulas VLDL mas
grandes como sustratos®*. La hidrélisis de VLDL genera, acidos grasos libres y monoglicéridos
resultantes que también pueden ser absorbidos por otros tejidos del cuerpo, como tejido adiposo
blanco (almacenamiento), tejido adiposo marron (produccion de calor) y tejidos musculares
(produccién de energia)®.

2.1.2 Lipogénesis de novo hepatica

La lipogénesis de novo (LDN o DNL, De novo lipogenesis) es la segunda mayor fuente
de lipidos en el higado y contribuye significativamente para el desarrollo de MASLD
(Enfermedad del higado graso asociada a disfuncion metabdlica), al aumentar la acumulacién
hepética de TGs a través de la sintesis de acidos grasos. Se observa tasas mas altas de LDN
hasta el doble, en individuos con MASLD comparados con aquellos con niveles bajos de grasa
hepética. El analisis de datos transcripcionales ha revelado niveles elevados de reguladores
clave y enzimas de LDN en pacientes con MASLD, como SREBP1c, ACC y FAS, lo que
vincula ain mas la LDN con la progresion de la enfermedad. Ademas, se destaca que la
inhibicidn de estas enzimas clave implicadas en la LDN puede ser explorada como un posible
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enfoque terapéutico para la MASLD, enfatizando la importancia de la LDN en la progresion de
la enfermedad36:37.

El primer paso de este proceso empieza con la activacion transcripcional de genes
lipogénicos, incluidos aquellos que codifican enzimas esenciales para la sintesis de acidos
grasos. Una proteina con un papel crucial en la transcripcion de genes lipogénicos que incluyen
ACC y FAS, es SREBP1c. Esta proteina participa en la regulacion de LDN, uniéndose a
elementos reguladores de esteroles en los promotores de genes diana. La insulina, a través de
la via fosfoinositida-3 quinasa (PI3K)/proteina quinasa B (PKB) activa SREBP1, tanto
transcripcional como postraduccionalmente. Una vez activado, SREBP1c se traslada al nucleo,
donde promueve la transcripcion de genes lipogénicos, impulsando el proceso de lipogénesis
de novo en el higado. Se ha demostrado que el desequilibrio de SREBP1c en MASLD
contribuye a la esteatosis hepatica y la acumulacion de gotitas de lipidos, caracteristicas clave
de la enfermedad®’-%°. Es importante resaltar que la actividad de SREBP1c esta regulada por la
diana de rapamicina en células de mamifero (MTOR). La via de sefalizacibn mTOR,
especificamente mMTORC1 y mTORC2, desempefia un papel crucial en la regulacion de la
lipogénesis de novo. mTORC1 actta en la activacion de SREBP1 mediada por Akt. Se ha
observado que la rapamicina, un inhibidor de mTORC1, bloquea la expresion de genes clave
de la lipogénesis, incluidos ACC, FAS y SCD1, lo que muestra la participacién de mTORC1
en la biosintesis de los acidos grasos*®-42,

Otra proteina que actua similarmente a SREBP1 es ChREBP. Esta proteina es un factor
de transcripcion que desempefia un papel crucial en la regulacion de los genes implicados en
LDN. ChREBP se activa mediante el aumento posprandial en el suministro de glucosa a los
hepatocitos. Luego, se traslada al nGcleo tras la desfosforilacion, lo que lleva a la activacion de
genes lipogénicos que contienen el elemento de respuesta a los carbohidratos (ChoRE).
Estudios proponen que la glucosa 6-fosfato (G6P) y la fructosa-2,6-bifosfato como posibles
reguladores de la actividad de ChREBP en los hepatocitos3":3943,

Tras la transcripcion de genes lipogénicos y el consecuente reclutamiento de ACC y
FAS, se da inicio la produccion de malonil-CoA a partir de un precursor de acetil-CoA
citoplasmatico (procedente del piruvato), regulado por la acetil-CoA carboxilasa (ACC)%’. Vale
destacar que este paso se considera limitante de la velocidad de la sintesis de acidos grasos. La
malonil-CoA producida se transfiere luego a la proteina transportadora de acilo (ACP) dentro
del complejo multienzimatico FAS, donde sirve como mondmero para una mayor elongacion
de las cadenas de 4cidos grasos®’.

A continuacion, FAS convertira la malonil-CoA en palmitato, un &cido graso saturado.
Este es un proceso de conversion vital para sintetizar acidos grasos a partir del exceso de
carbohidratos, con el objetivo de almacenarlos en forma de triglicéridos. Esta conversion ocurre
mediante series de reacciones en cadena. FAS cataliza la condensacion de acetil-CoA y malonil-
CoA, formando B-cetoacil-ACP bajo su actividad p-cetoacil sintasa (KS). Posteriormente, FAS
participa en la reduccidén del grupo B-cetona de la B-cetoacil-ACP para producir un intermedio
de B-hidroxiacil-ACP utilizando NADPH como cosustrato. Por ultimo, la cadena acilo alargada
se libera con la ayuda del dominio tioesterasa (TE) de FAS, generando acidos grasos como el
acido palmitico, acido miristico y el acido estearico®”. Con los acidos grasos formados, la
enzima estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD1), participa catalizando la conversion de acidos
grasos saturados en acidos grasos monoinsaturados, como el acido palmitico en acido
palmitoleico. Esta conversion por parte de SCD1 es esencial para generar lipidos con funciones
especificas necesarias para diversos procesos bioldgicos, incluida la regulacién de la fluidez de
la membrana y las vias de sefializacion34445,
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2.1.3 Oxidacion hepética de los acidos grasos

Cuando los acidos grasos no son transformados en triglicéridos o no son exportados de
los hepatocitos, ellos son catalizados. Los acidos grasos se oxidan en las mitocondrias para
proporcionar ATP y NADH para funciones hepaticas como la cetogénesis y la gluconeogénesis,
que ayudan a regular la glucosa en sangre y proporcionan combustible alternativo,
principalmente cuando los niveles de glucosa circulante son bajos*®. Es importante destacar,
que la proteina PPARa tiene un importante papel en este proceso, al inducir la transcripcion de
genes relacionados con la oxidacion de acidos grasos en las mitocondrias, peroxisomas y
citocromos, lo que ayuda a reducir los niveles de lipidos hepaticos*’.

En primer lugar, los acidos grasos deben liberarse de los triglicéridos antes de sufrir una
beta-oxidacion de manera coordinada dentro de las mitocondrias. Sin embargo, con la
sobrecarga de lipidos, AGs de cadena muy larga o la funcion mitocondrial comprometida, los
acidos grasos son direccionados a una oxidacion alternativa en los peroxisomas y citocromos.

La B-oxidacion peroxisomal es un proceso de oxidacion de acidos grasos desarrollado
en los peroxisomas. Los acidos grasos de cadena larga se degradan en acil-CoA de cadena
media, produciendo acetil-CoA, utilizado para la produccion de energia. Inicialmente los cidos
grasos son transportados a estos organulos a través de FABPL. En el paso inicial, acil-CoA
oxidasa 1 (ACOX1) promueve una catalizacion contribuyendo a la descomposicion de los
acidos grasos en derivados de acil-CoA. Una vez formado el acetil-CoA, esta molécula se dirige
a la mitocondria para producir mas energia a través del ciclo del acido citrico 4648, Se ha visto
que pacientes con MASLD pueden presentar una respuesta compensatoria, a través de niveles
mas altos de ARNm de ACOX vy acil-CoA oxidasa de cadena ramificada, que indican una
regulacién positiva de la FAO peroxisomal para contrarrestar la esteatosis progresiva*’.

La segunda via alternativa, es la omega oxidacion (w-oxidacion), mediante enzimas
citocromo. Este proceso de oxidacién ocurre en las mitocondrias, donde las enzimas citocromo
forman parte de la cadena de transporte de electrones responsables de la produccion de ATP.
La oxidacion mediada por citocromo involucra enzimas como las enzimas citocromo p450
(CYP) en el higado que usan NEFA como sustratos para generar acidos grasos hidroxilo, epoxi
e hidroxi. La oxidacion mediada por citocromo contribuye a la regulacion de factores de
transcripcion en respuesta a cambios en las vias de sefializacion intracelular, influyendo en su
estado de fosforilacion*64’.

En la via principal, los acidos grasos ingresan a las mitocondrias para su oxidacion a
través de la acil-CoA deshidrogenasa y de la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) ubicada
en la membrana mitocondrial externa. Vale destacar que coenzimas como NAD+ y FAD son
implicadas en las reacciones redox que tienen lugar durante la -oxidacion. El proceso ocurre
en las mitocondrias e implica una serie de reacciones que descomponen los acidos grasos en
unidades de acetil-CoA. Los acidos grasos se activan primero mediante la union a CoA,
formando acil graso-CoA. Luego, se producen ciclos sucesivos de oxidacion, hidratacion,
oxidacion vy tiolisis para escindir unidades de dos carbonos en forma de acetil-CoA. De esta
forma, los productos finales de la B-oxidacion son acetil-CoA, NADH y FADH2, que ingresan
al ciclo del &cido citrico para una mayor produccion de energia (ATP). Este proceso ayuda a
utilizar eficientemente los acidos grasos como fuente de energia en el higado para respaldar
diversas funciones metabdlicas. EI ATP y NADH producidos son utilizados para funciones
hepéticas como la gluconeogénesis y la cetogénesis, que ayudan a regular la glucosa en sangre
y proporcionan combustible alternativo?6:47:49.50,

Aunque la oxidacion de acidos grasos (FAQO) ayuda en el metabolismo de los lipidos,
también conduce a la generacion de especies reactivas de oxigeno, lo que contribuye al estrés
oxidativo y la progresion de la enfermedad*’.
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2.2 PAPEL DEL HIGADO EN LA HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

El higado desempefia un papel crucial en la homeostasis de la glucosa al controlar diversas vias
del metabolismo de la glucosa, incluidas la glucogénesis, la glucdlisis, la glucogendlisis y la
gluconeogeénesis. Ademas, el metabolismo de la glucosa en el higado esté interconectado con
el metabolismo de los &cidos grasos y las reacciones de glucosilacion, lo que destaca su
importancia en las funciones metabdlicas generales®!2,

2.2.1 Captacion, sintesis de glucogeno y gluconeogénesis

El higado desempefia un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa al almacenar y liberar glucosa segun la necesidad. Como mencionado anteriormente,
hormonas como la insulina y el glucagdn, van a regular el proceso, de acuerdo con el estado
nutricional del individuo. Cuando hay niveles bajos de glucosa en la sangre, el glucagon
secretado, estimula la gluconeogénesis hepatica, promoviendo la produccion de glucosa en el
higado. Tiene una respuesta opuesta a de la insulina favoreciendo la degradacion del gluc6geno
y la sintesis de glucosa. Ya en un estado postpandrial, la insulina ayuda a reducir los niveles de
glucosa en sangre al facilitar la absorcion de glucosa en las células para la produccion de
energia. Ademas, suprime la gluconeogénesis hepatica. De esta manera, promueve el
almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno en el higado y en los misculos®?,

Al llegar en el tejido hepatico, a través de la via metabolica PISBK/AKT, la insulina
promueve la captacion de glucosa por los hepatocitos. La glucosa serd captada a través del
transportador de glucosa del tipo 2 (GLUT-2), de baja afinidad y alta capacidad que permite la
entrada de glucosa aunque presente en altas concentraciones. Es un transportador facilitador de
glucosa que se encuentra tanto en el higado, como en las células B del pancreas. GLUT-2 esta
regulado por los niveles de insulina y glucosa, lo que afecta su funcion en la captacion y
liberacion de glucosa. Ademas, GLUT-2 tiene un alto Km para la glucosa, lo que le permite
transportarla bidireccionalmente a traves de la membrana plasmatica en funcion de gradientes
de concentracion®.%4,

Tras la entrada de la glucosa al citoplasma celular, la glucoquinasa (GK) se encargara
de convertir la glucosa en glucosa 6-fosfato (G6P), iniciando diversas vias metabodlicas. GK es
una hexoquinasa de alto Km, que actGa como sensor de glucosa en el higado y en las células
beta pancreaticas. La actividad de GK esta regulada por GKRP. Cuando los niveles de glucosa
aumentan, el GKRP libera GK, lo que le permite fosforilar la glucosa en el citoplasma para un
mayor metabolismo. Sin embargo, cuando los niveles de glucosa estan bajos GKRP secuestra
GK en el nacleo. Ademas, varios factores nucleares como SREBP-1c, HNF4a, HNF6, FoxO1
y USF1, regulan GK transcripcionalmente, lo que influye en su actividad en la utilizacion de
glucosa. Se sabe que las mutaciones en el gen GK pueden provocar alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, afectando la secrecion de insulina y la acumulacion de glucégeno
hepatico® 5355, Ademas, se ha visto que las mutaciones en el gen de la GK estan directamente
implicadas en el desarrollo de MASLD®%6:57,

La sintesis de glucégeno se da por la activacion de la glucdgeno sintasa que esta
regulada por la sefializacion de la insulina y la concentracion de glucosa 6-fosfato. Este proceso
se activa en el estado de alimentacion, cuando se secreta insulina en respuesta al aumento de
los niveles de glucosa en sangre, acidos grasos y aminoacidos, estimulando la glucogeno sintasa
a través de la activacion de Akt. Ademas, la insulina promueve la fosforilacion e inactivacion
de la glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK-3), un regulador negativo de la glucégeno sintasa, lo
gue conduce a una mayor sintesis de glucdgeno. Otra via que puede conducir a la sintesis de
glucdgeno es la via ERK/RSK. Esta via es estimulada por la actividad del factor de crecimiento
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de fibroblastos 15/19 (FGF15/19)%. La glucogénesis implica el alargamiento de las cadenas de
glucdgeno facilitado por la enzima glucdgeno sintasa. Esta enzima, cataliza la transferencia de
residuos de glucosa al extremo no reductor de la rama de glucogeno preexistente, formando de
esta forma un nuevo enlace glucosidico. Por otra parte, la glucdgeno sintasa puede ser
inactivada por la accién de proteinas como la glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK3) y por la
proteina quinasa A (PKA). Se ha visto en estudios con ratas que la inhibicion de GSK mejora
la eliminacion de glucosa y la sintesis de glucdgeno especificamente en el higado®®. Ya PKA,
conduce a la inhibicién de la glucégeno sintasa, impidiendo la conversion de glucosa en
glucégeno, que es esencial para mantener los niveles de glucosa en sangre®*,

Otro mecanismo de aporte de glucosa, ejecutado en el higado es la gluconeogénesis. Por
medio de la gluconeogeénesis, el higado es capaz de producir glucosa a partir de la
transformacion de precursores no carbohidratos como el piruvato, lactato, los aminoacidos y el
glicerol®. El papel de la gluconeogénesis es fundamental, para la manutencién de los niveles
de glucosa en sangre durante periodos de ayuno o durante ejercicios prolongados, cuando la
disponibilidad inmediata de glucosa esta limitada®. Sin embargo, también se puede activar
durante el periodo de absorcién posprandial, impulsada por una mayor captacion hepética de
glucosa, sefiales hormonales y de metabolitos en la vena porta. Este proceso involucra diversas
enzimas clave como, piruvato carboxilasa, PEP carboxiquinasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa y
glucosa-6-fosfatasa, que participan directamente en la conversion de sustratos en glucosa. Vale
destacar que algunas moléculas como lactato y alanina, deben ser convertidas en piruvato para
iniciar los procesos de reduccion®. El paso inicial, se da con la conversion de piruvato en
oxalacetato, a través de la piruvato carboxilasa. En seguida, esta molécula se convierte en
fosfoenolpiruvato (PEP) por la accion de otra enzima, la PEP carboxiquinasa. Ademas, la
PEPCK mitocondrial puede convertir directamente la OAA mitocondrial en PEP, que luego
ingresa al ciclo gluconeogénico. El paso final implica la conversion de glucosa-6-fosfato en
glucosa libre mediante la enzima glucosa-6-fosfatasa. Esta glucosa recién sintetizada puede
luego liberarse en la sangre para que sea distribuida a los demas tejidos del cuerpo (Imagen
2)5962
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Imagen 2. Metabolismo hepatico de la glucosa (elaboracion propia, mediante Biorender). DNL= de
novo lipogenesis, Ciclo TCA = acido tricarboxilico, AG = acidos grasos.

2.2.2 Glucdlisis

Contrario a lo que ha sido descrito sobre la gluconeogénesis, el proceso de glucdlisis
celular realiza la conversion de la glucosa en piruvato, generando 2 moléculas de NADH y 2
de ATP, para proporcionar energia a las células. Es importante destacar las enzimas clave como
GK, HK, PFK1 y PKM2 (subtipo), que desempefian funciones cruciales al incrementar su
actividad glucolitica®®. La proteina reguladora de la glucocinasa (GCKR) se une a la
glucocinasa (GCK) en el nucleo durante el ayuno, sin embargo en presencia de la glucosa, la
GCK se libera en el citosol para fosforilar la glucosa en glucosa-6-fosfato. La glucosa-6-fosfato
es un intermediario central en el metabolismo de la glucosa hepética, que puede procesarse aun
mas mediante la glucolisis para producir energia®. La activaciéon de los factores de
transcripcion como ChREBP induce a la expresion de genes como PK. Especificamente, el
subtipo PKM2, interactta con reguladores clave como HIF-1a, con el objetivo de mejorar la
transcripcion de genes glucoliticos y de esta forma mantener el proceso glucolitico en las células
hepaticas®. El producto final de la glucdlisis, el piruvato, puede luego descarboxilizarse a
acetil-CoA, que ingresa al ciclo del acido tricarboxilico (TCA) para una mayor produccion de
energia o puede ser utilizado en otras vias metabélicas®®. Ademas, el piruvato puede convertirse
en acido oxaloacético mediante la piruvato carboxilasa®®.
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Se pueden observar cambios en la glucolisis en diversas enfermedades, incluido en el
higado graso, donde las enzimas clave relacionadas con la glucdlisis estan reguladas
positivamente en comparacién con las condiciones normales. En MASLD, la glucdlisis hepatica
aumenta, lo que lleva a un aumento de los niveles de ARNm de las enzimas relacionadas con
la glucolisis, como HK2, PFKm y PKm, comparado a un estado fisiologico normal. Otro factor
que influye en la sobreexpresion de enzimas glucoliticas en MASLD, son los efectos directos
atribuidos al eje P13K/AKT2/PPARYy. Ademas, se ha visto que la inhibicion de NLRX1 o
SIRT6 en el higado puede modular la expresion de los genes glucoliticos, lo que provoca
cambios en la glucolisis y el desarrollo de MASLD®®,

2.2.3 El ciclo del &cido citrico en los hepatocitos

El ciclo del acido citrico (también llamado ciclo de Krebs, ciclo del &cido tricarboxilico,
TCA), es esencial para la produccion de energia y es un punto clave en la interconexién de las
principales rutas metabolicas del organismo. Este ciclo es de extrema importancia, por
proporcionar también, intermediarios utilizados en la sintesis de glucosa, lipidos y aminoacidos,
lo que demuestra su papel en diversas vias metabdlicas. Por medio de una serie de reacciones
enzimaticas ejecutadas dentro de las mitocondrias, el ciclo del acido citrico convierte de forma
eficiente los nutrientes en moléculas ricas en energia, apoyando las funciones celulares y el
metabolismo energético general®’.

El metabolito acetil-CoA derivado de la degradacion de los acidos grasos, aminoacidos,
hidratos de carbono y cuerpos cetdnicos entra en el ciclo del acido citrico como la molécula
inicial clave. El acetil-CoA sufre una serie de reacciones enzimaticas en las mitocondrias para
producir moléculas ricas en energia como NADH y FADH2 para la cadena de transporte de
electrones. Inicialmente, el acetil-CoA y el oxaloacetato se combinan para formar citrato,
catalizado por la citrato sintetasa. El citrato obtenido se convierte en isocitrato por accién de la
aconitasa, facilitando la conversion del isocitrato en a-cetoglutarato. A partir de este punto, el
complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa, convierte el a-cetoglutarato en succinil-CoA. El
succinil-CoA es un compuesto de cuatro carbonos de alta energia que sera convertido a
succinato, malato y finalmente a oxaloacetato, completando el ciclo®.

Para que el ciclo funcione correctamente es necesario que los componentes del ciclo
sean regulados para la manutencion de su equilibrio. Una familia de coactivadores
estrechamente relacionada a la regulacién transcripcional del ciclo del acido citrico es la del
coactivador del receptor gamma 1 (PGC1). PGC1 desempefia un papel en el inicio del ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) al desencadenar la produccidon de acetil-coenzima A (CoA) a partir
de acidos grasos, aminoacidos u oxidacién de piruvato. Ademas, se ha visto que la
sobreexpresion de PGClo mejora la expresion de reguladores metabdlicos, incluidas las
enzimas del ciclo del acido citrico como la citrato sintasa. Por otro lado, la deficiencia de
PGCla puede provocar una reduccion de genes implicados en la fosforilacion oxidativa, la
oxidacion de acidos grasos y la sintesis de ATP, lo que afecta la eficiencia del ciclo del acido
citrico®°.

3 DESEQUILIBRIO DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA

Aunque el organismo presente formas de controlar el equilibrio energético, diversas patologias
son capaces de conducir a un desequilibrio de la homeostasis energética a través de maltiples
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mecanismos, afectando la sefalizacion neuronal, la regulacion hormonal, la inflamacion
sistémica, entre otros procesos fisioldgicos.

3.1 LA OBESIDAD Y EL SINDROME METABOLICO

La obesidad es una condicion caracterizada por una acumulacion excesiva de grasa corporal,
debido a un desequilibrio entre el gasto energético y consumo de alimentos generando un
balance energético positivo con potenciales efectos nocivos para la salud. El excedente calorico
se almacena en los adipocitos en forma de triglicéridos (TG), lo que provoca una expansion en
su tamafio y niimero, desencadenado por el proceso de adipogénesis™.

La obesidad es considerada como una enfermedad pandémica por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y otras organizaciones internacionales, por alcanzar niveles
globales afectando a un gran nimero de individuos. En 2022, segun la OMS, 2.500 millones de
adultos (de 18 afios 0 mas) tenian sobrepeso. Dentro de este grupo, 890 millones vivian con
obesidad. Desde 1990 hasta los dias de hoy, la obesidad adulta se ha duplicado. Los datos
relativos a los nifios y adolescentes son igualmente preocupantes. También en 2022, 37 millones
de nifios menores de 5 afios tenian sobrepeso y mas de 390 millones de nifios y adolescentes de
5 a 19 afios también sufrian de sobrepeso, siendo 160 millones de este grupo considerados
obesos™. En general, para clasificar un individuo con sobrepeso u obesidad se utiliza el indice
de masa corporal (IMC). Este indice es determinado por la masa en kilogramos dividido por el
cuadrado de la altura en metros (kg/m?) y clasifica a las personas con, sobrepeso (IMC 25,0-
29,9) u obesidad (IMC >30,0)"2. Ademas de los problemas individuales que la obesidad puede
promover a las personas, sus consecuencias pueden extenderse a varios paises, incluso
impactando aln mas los paises de ingreso bajo y mediano. El aumento de las tasas de obesidad,
consecuentemente aumentan los costes totales de atencion médica, lo que plantea un desafio
financiero tanto para los pacientes como para los sistemas de atencion médica. Eso resalta el
real impacto de la obesidad en la economia de un pais, forzando a los gobiernos plantear cargas
econdmicas sustanciales a la sociedad, destacando la importancia de medidas preventivas y
estrategias de manejo efectivas para mitigar sus consecuencias’®"3,

La obesidad es una enfermedad de etiologia compleja y multifactorial, influenciada por
predisposicion genética, factores bioldgicos y de comportamiento, consumo de comida
hipercaldrica, influencias culturales, estatus socioecondmico y elecciones de estilo de vida, que
en Gltima instancia conducen a un desequilibrio entre el consumo y el gasto de energia.
Ademas, la obesidad se asocia con diversas comorbilidades como, diabetes tipo 2, dislipidemia,
hipertension, enfermedad coronaria, accidente cerebrovascular, problemas respiratorios, apnea
del suefio, osteoartritis y algunos tipos de canceres. Eso se debe a la propension de los
individuos obesos de desarrollar estas afecciones en comparacion con aquellas con peso normal,
lo que lleva a un aumento de las tasas de morbilidad y mortalidad "4,

La obesidad se ha convertido en el foco de investigaciones con el objetivo de desarrollar
potenciales farmacos destinados a su tratamiento. Actualmente, no hay una medicacién
exclusiva contra la obesidad, sino un tratamiento coadyuvante. De acuerdo con la FDA (Food
and Drug Administration) los medicamentos aprobados y recetados para el tratamiento de la
obesidad, son:  Orlistat  (Xenical, Alli), Fentermina/Topiramato  (Qsymia),
Bupropion/Naltrexona (Contrave), Liraglutida (Saxenda), y Semaglutida (Wegovy)’. Ademas,
se puede incluir a la lista, medicamentos considerados “Off label” como: Metformina y
anfetaminas. El uso de los medicamentos mencionados anteriormente ayuda a controlar el peso
al reducir el apetito o la absorcién de grasas”.

Sin embargo, el tratamiento solamente serd eficaz, cuando los medicamentos sean
empleados conjuntamente con un cambio de h&bitos de vida, incluyendo las dietas con
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porciones controladas, el aumento de la actividad fisica y procesos quirargicos cuando sean
necesarios (cirugia bariatrica)’®. Luego todos estos factores pueden conducir a una pérdida de
peso a corto plazo y a un control del peso a largo plazo™.

La obesidad puede ser considerada un factor de riesgo para el desarrollo de una
condicion metabdlica de gran relevancia, el sindrome metabolico. El sindrome metabolico
(inicialmente definido como “sindrome X” 0 “sindrome de resistencia a la insulina” por Gerald
Reaven en 1988) es una afeccion caracterizada por un conjunto de alteraciones metabolicas que
incluyen niveles elevados de glucosa, resistencia a la insulina (RI), alteraciones del
metabolismo de los lipidos y factores de riesgo cardiovascular. Las caracteristicas asociadas al
sindrome metabdlico engloban, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, hipertension
arterial, reduccion del colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL), aumento de los
triglicéridos de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)"’. De acuerdo con el instituto
nacional de salud (NIH, National Institutes of Health), para que un individuo sea diagnosticado
con el sindrome metabdlico, el mismo debe tener al menos tres de los siguientes componentes:
circunferencia abdominal elevada, hipertrigliceridemia, presion arterial elevada, bajos niveles
de HDL y niveles de glucosa en sangre elevados durante el ayuno. Aunque se haya avanzado
en la comprension mecanicista de esta enfermedad, las redes genéticas, las vias metabolicas
alteradas y la falta de nuevas estrategias, demuestran una necesidad de mas investigacion y
conocimiento para prevenir y tratar con mas eficacia los individuos portadores de esta
condicion’®,

3.2 HIGADO GRASO ASOCIADO A DISFUNCION METABOLICA (MASLD)

3.2.1 Definicidn, epidemiologia y patogénesis

La enfermedad del higado graso asociada a disfuncion metabdlica (MASLD), es la
nueva terminologia introducida en 2020, para reemplazar la antigua definicion, Enfermedad del
higado graso no alcohdlico (NAFLD). El objetivo propuesto por este cambio era establecer una
descripcion méas precisa de la enfermedad del higado graso asociada con la disfuncion
metabolica. EI nuevo término se caracteriza por integrar diversos aspectos de la enfermedad,
incluyendo la epidemiologia, la patogénesis, las manifestaciones clinicas, su manejo, ademas
de reflejar su fuerte asociacion con el sindrome metabélico y afecciones como la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2)7°,

MASLD se define como la presencia de esteatosis (acumulaciéon de grasa) en mas de
5% de los hepatocitos sin tener otros factores de causa, como consumo significativo de alcohol
(< 20 g/dia en mujeres y < 30 g/dia en hombres) y enfermedades hepaticas crénicas
competitivas®®. Es importante destacar, que el término clinico MAFLD abarca una gama
continua de enfermedades hepéticas crénicas que siguen una progresion desde el acimulo de
triglicéridos en el higado (esteatosis no alcohodlica o NAFL, non-alcoholic fatty liver),
caracterizado por una esteatosis simple sin inflamacion, hasta el hepatocarcinoma (HCC).
Dentro de la evolucién de la enfermedad inflamatoria hepatica cronica, el higado graso (NAFL)
progresa lentamente (puede tardar mas de diez afios) a un cuadro de esteatohepatitis no
alcohdlica (NASH) caracterizada por una inflamacion y potencial fibrosis que puede progresar
a una cirrosis hepatica y a un hepatocarcinoma, sin la posibilidad de regresion (Imagen 3). En
los estadios tardios, la Unica opcién de tratamiento es el trasplante hepatico®.:82,
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Imagen 3. Progresion de la enfermedad del higado graso asociada a disfuncion metabélica
(elaboracion propia, mediante Biorender).

La prevalencia de MASLD ha demostrado una tendencia creciente, durante los ultimos
afios. Sin embargo, existe una variabilidad geografica con tasas de prevalencia mas altas en:
Oriente Medio (31,8%), en América del Sur (30,4%) y en Africa (13,5%)%. Ademas,
estimativas de 2022 ya mostraban una incidencia de MASLD de 46,9 casos por 1.000 personas-
afio’®. MASLD es la causa mas comun de enfermedad hepéatica cronica en nifios y adolescentes
y particularmente la mas preocupante debido a sus importantes riesgos para la salud. La mala
alimentacion, el comportamiento sedentario y otros factores en el estilo de vida, contribuyen
para el desarrollo y progresion de MASLD, ademas de reflejar el aumento global de las tasas
de obesidad entre la poblacion juvenil. La aparicion temprana de MASLD en la infancia puede
conducir a una mayor probabilidad de progresion a otras enfermedades hepaticas mas graves
en la edad adulta, como también aumentar el riesgo de desarrollo de diabetes, sindrome de
resistencia a la insulina y enfermedades cardiovasculares, lo que a largo plazo puede tener
implicaciones en su salud™?3,

MASLD presenta comorbilidades fuertemente asociadas como: la obesidad, la
resistencia a la insulina, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), la hiperlipidemia y la hipertension,
demostrando su estrecha relacion con la disfuncion metabdlica. Otras comorbilidades menos
destacables y no relacionadas con la obesidad también se asocian a MASLD, la osteoporosis,
la sarcopenia, neoplasias malignas, infecciones y embolia pulmonar®.

En 1998 surge por primera vez, una hipdtesis que intenta explicar la progresion de
MASLD, la hipotesis de los “dos impactos”. Esta teoria, sugiere un mecanismo de doble
impacto en la progresion de esta enfermedad. El “primer impacto”, es el paso inicial clave en
el desarrollo de MASLD, la acumulacion de triglicéridos y acidos grasos libres en el higado.
Esto ocurre debido a un proceso generalizado de: aumento de lipidos provenientes de la dieta,
de una mayor captacion y movilizacién de los lipidos, aumento de la sintesis enddgena de acidos
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grasos, desajuste en la sintesis o secrecion de lipoproteinas VLDL y una reduccion de la
oxidacion de los acidos grasos. De esta forma, se genera la etapa menos progresiva de la
enfermedad, NAFL2. Con el higado mas sensibilizado, el "segundo impacto" es producido
como consecuencia del aumento de los niveles de adipocinas, citocinas inflamatorias,
disfuncion mitocondrial, estrés del reticulo endoplasméatico (RE), estrés oxidativo vy
endotoxinas derivadas del intestino, lo que genera un dafio celular y apoptosis responsables del
ballooning, por la inflamacion y fibrosis caracteristicos de etapas avanzadas de MASLD. Todos
estos elementos van a promover la futura progresion de MASLD a esteatohepatitis no
alcohdlica (NASH).

No obstante, sucesivas investigaciones han propuesto cambios muy sustanciales en esta
teoria, promoviendo asi el surgimiento de una nueva teoria acerca de la patogénesis de MASLD.
La hipotesis de los “multiples impactos paralelos” es una teoria mas reciente que propone que
varios factores actlan simultdneamente para contribuir al desarrollo de esta enfermedad. Estos
factores incluyen: la resistencia a la insulina, lipotoxicidad, los desequilibrios de citoquinas, la
activacién de la inmunidad innata, inflamacién, componentes dietéticos con potencial
proinflamatorio y alteraciones en las funciones microbianas intestinales’:8586,

Con inflamacién, fibrosis y dafio en las células del higado, NASH se establece como la
forma progresiva del MASLD. Los mediadores inflamatorios producidos por las células
inmunitarias inducen la muerte en hepatocitos estresados cargados de lipidos, sensibilizandolos
a la muerte celular mediada por citoquinas. Avances de esta condicion puede progresar a
cirrosis hepatica y a hepatocarcinoma®’. En esta tesis nos centramos solamente en los primeros
estadios de la enfermedad, la esteatosis hepatica.

3.2.2 Diagnostico y tratamiento terapéutico

La mayoria de los pacientes que padecen de MASLD, son asintomaticos. De este modo,
su diagnostico requiere mas precision. La prueba de diagndstico considerada de referencia es
la biopsia hepatica. A través de la biopsia hepatica, se puede evaluar el grado de contenido de
grasa del higado de una manera mas precisa. Sin embargo, tiene factores limitantes tanto
durante la toma de la muestra, con la posibilidad de sangrado y perforacién y tras su extraccion,
con posibles errores de muestreo y variabilidad entre los observadores. Por estas razones se
concluye que para proporcionar un diagnostico preciso, este método se muestra invasivo. Como
alternativa menos invasiva y mas cominmente utilizada para determinar el contenido de grasa
hepaética, se aplican los métodos de imagenes. Estos métodos pueden ser realizados a traves de:
resonancia magnetica, que puede ser utilizada en dos modalidades, resonancia magnética con
imagenes en fase y fuera de fase y la resonancia magnética por espectroscopia; fraccion de
grasa por densidad de protones (PDFF), que proporciona una estimacion y clasifica la esteatosis
hepatica como leve, moderada o grave. Las mediciones de PDFF han demostrado utilidad por
la capacidad de comparacion con los resultados de la biopsia hepatica para evaluar el grado de
acumulacion de grasa hepéatica®.

Las primeras intervenciones estdn centradas en el cambio de estilo de vida con una
adaptacion en la dieta del individuo, recomendandose una dieta hipocalérica con pérdida de
peso gradual, ademas de la inclusion de ejercicios fisicos como parte del manejo del estilo de
vida para pacientes con MASLD#®,

Actualmente, no existen muchas alternativas de tratamientos farmacologicos aprobados
por la FDA para tratar MASLD. Sin embargo, se ha observado que el Resmetirom presenta
resultados prometedores en ensayos clinicos actuando en los diferentes componentes de la
enfermedad, incluyendo la esteatosis, la inflamacion y la fibrosis®®. Ademas, el uso combinado
de medicamentos estd en analisis. Los estudios se estan enfocando en diferentes vias de
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sefializacion de esta enfermedad hepatica. Se puede destacar, moduladores de la familia PPAR
(receptores activados por proliferadores peroxisomales), agonistas de FXR (receptor farnesoide
X), analogos de la familia FGF (factor de crecimiento fibroblastico), agonistas de THR-B
(receptor beta de la hormona tiroidea), inhibidores de FASN (sintasa de acidos grasos) y ACC
(acetil- CoA carboxilasa), agonistas de GLP-1 (péptido similar al glucagén-1), inhibidores de
GAL-3 (galectina-3), etc®9!, Ademas, se puede incluir algunos medicamentos usados para la
pérdida de peso, antidiabéticos y cardioprotectores para una mayor eficacia en el control de
MAFLD al mejorar la composicion corporal y la funcién hepatica’ -,

En algunos casos de pacientes con patologia hepatica desencadenada por MASLD y en
un estado avanzado de deterioro con complicaciones graves, el trasplante de higado se presenta
como una alternativa. Sin embargo, el alto coste del trasplante y la escasez de donantes asi como
una serie de problemas como rechazo inmunoldgico tras el trasplante, hacen que esa alternativa
no sea bastante viable®°.

3.3 ALTERACIONES METABOLICAS EN LA PROGRESION DE MASLD

3.3.1 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina (RI) contribuye a la patogénesis de MASLD debido a una
reduccién de la sensibilidad a la insulina en todo el cuerpo, pero principalmente en el tejido
adiposo, proporcionando un incremento en la lipdlisis y liberacion de acidos grasos. En otras
palabras, la resistencia a la insulina promueve un aumento de los niveles plasmaticos de acidos
grasos libres, provenientes de la lipdlisis incrementada del tejido adiposo, que seran
direccionados al tejido hepatico contribuyendo a la acumulacion de grasa en el higado. Otra
alteracion en el tejido adiposo, es la baja sintesis de adiponectina en individuos con MASLD.
Los bajos niveles de adiponectina van a alterar el metabolismo de los acidos grasos y contribuir
para el surgimiento de un estado inflamatorio crénico en el higado® 3,

Es importante resaltar que en una situacion de RI, también hay una deficiencia en la
absorcion, sintesis, exportacion y oxidacion de los &cidos grasos libres en el higado, llevando a
la acumulacion de grasa dentro de los hepatocitos. Con el higado en condiciones de RI, la
insulina no es capaz de suprimir la produccion de glucosa hepatica, lo que lleva a un aumento
de la lipogénesis de novo (LDN) mediante la activacion de la proteina de unién reguladora de
esterol tipo 1 (SREBP1) y lo que exacerba la esteatosis hepatica, promoviendo asi la progresion
de la MASLD. A pesar del notorio efecto de la RI en la promocion de la esteatosis hepatica, la
misma también puede ser considerada una de las causas de la resistencia a la insulina, ya que
ambas patologias estan fuertemente ligadas®.

Otro factor que esta directamente relacionado al estado de RI, es la activacidn aberrante
de los macrofagos/células de Kupffer. En el higado, los macrofagos estan clasificados como:
M1, o macrofagos proinflamatorios “clasicamente activados” y M2, o “alternativamente
activados” macréfagos no inflamatorios. Estas células secretan mediadores inflamatorios, como
el factor de necrosis tumoral TNF-a y la interleucina IL-1p, lo que genera un desequilibrio de

la sefializacion hepatica de la insulina, ademas de promover la inflamacién y la fibrogénesis®-
96

3.3.2 Estrés del reticulo endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organulo que se encuentra en el citoplasma de la
célula, presente en alta cantidad en los hepatocitos. Este organulo tiene un papel esencial en
diversas funciones metabdlicas, como en la sintesis de lipidos y de proteinas, el plegamiento de
proteinas secretadas y transmembranas y en la homeostasis del calcio. Sin embargo, cuando
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hay una alteracion en la homeostasis, se genera una acumulacion de proteinas mal plegadas o
desplegadas llevando al estrés del RE y a la activacion de la respuesta de la proteina mal plegada
(UPR - unfolded protein response)®”. Una respuesta necesaria realizada para restaurar la
homeostasis. Sin embargo, el sistema UPR es un factor clave en la patogénesis de MASLD.
Existen tres rutas de sefializacion canonicas de proteinas sensores de estrés que se activan
durante la UPR: PERK (PKR-like ER kinase) la quinasa del factor de transcripcion pancreatico
del reticulo endoplasmico iniciador de la traduccion eucariota, IRE1 (Inositol requiring enzyme
1 alpha) la enzima dependiente de inositol, y ATF6 (Activating Transcription Factor 6) el factor
de transcripcién activante 6. En células no estresadas, estas rutas de sefializacién estan
inactivadas por la chaperona BiP/GRP78 (binding immunoglobulin protein/glucose-regulated
protein 78) que se asocia a estos tres sensores®’ %,

Con la produccion de un estrés celular, IREL interactia con el factor 2 asociado al
receptor de TNF (TRAF2), resultando en los eventos de oligomerizacion y autofosforilacion.
A partir de estos dos procesos, IRE1 puede actuar como una quinasa o una ARNasa en las vias
de sefializacion posteriores. La actividad quinasa de IRE1, puede estimular la via INK (quinasa
C-Jun N-terminal), un regulador clave de las respuestas celulares al estrés y en la conduccion
de la apoptosis, o la via de NF-xB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas), un mediador del proceso inflamatorio. Sin embargo, la accion de IRE1
como una ARNasa promueve el empalme del ARNm de XBPL1 (proteina 1 de union a X-box),
conduciendo a la transcripcidn de chaperonas y genes de degradacion asociada al RE o ERAD
(ER-associated protein degradation), determinantes para mantener la funcion del RE y la
viabilidad celular®®-10°,

PERK, es una quinasa que fosforila elF2a (factor de iniciacion eucariota 2 alfa), que
enfrente al estrés del RE produce una respuesta citoprotectora, a través de una atenuacion global
de la sintesis de proteinas. Al mismo tiempo, PERK promueve la traduccion de ATF4 (factor
de transcripcion 4), un factor de transcripcion que regula los genes implicados en la respuesta
al estrés del RE, como la proteina homologa de C/EBP (CHOP). ATF4 transactiva genes
implicados en: la homeostasis redox, el plegamiento de proteinas, la autofagia, el metabolismo
de los aminoacidos y la apoptosis. Es un papel de extrema importancia, contribuyendo a la
adaptacion y la supervivencia celular en condiciones de estrés®9°,

Terminada la disociacion de la proteina de union a inmunoglobulina (BiP), ATF6 se
traslada al aparato de Golgi donde es escindida por proteasas, liberando el dominio citosolico
ATF6f. En seguida, ATF6f entra en el ndcleo celular para actuar como un factor de
transcripcion que modula positivamente los genes implicados en el plegamiento de proteinas
del RE, respuesta inflamatoria, el metabolismo de los lipidos y la degradacion asociada al
RE99,101.

3.3.3 Disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo

Las mitocondrias son organulos extremamente importantes para el cuerpo y
desempefian un papel clave en el metabolismo. A través del consumo de alimentos se
suministran a las células los nutrientes necesarios para su uso como combustible principal para
la produccion del ATP intracelulari®21%3, Ademas de la produccion intracelular de ATP, las
mitocondrias son esenciales para la sintesis de glucosa, aminoacidos, acidos grasos, colesterol
y nucleotidos. Otras funciones importantes de las mitocondrias son la regulacion de los procesos
celulares, la oxidacion de &cidos grasos, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
el mantenimiento de la homeostasis celular, la respuesta al estrés y el manejo de los desechos
celularest02104.105,
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El correcto funcionamiento de las mitocondrias es fundamental para la homeostasis del
organismo. Por tanto, cualquier disfuncién en la actividad mitocondrial puede poner en riesgo
la homeostasis del organismo. Ademas, se observa que la disfuncion mitocondrial
frecuentemente va asociada al envejecimiento y a determinadas patologias como el cancer, el
sindrome metabélico y las enfermedades neurodegenerativas?:1%,

La oxidacion de acidos grasos en los hepatocitos puede producir el estrés oxidativo
(OxS), que también contribuye en la patogénesis de MASLD. Esta oxidacion produce
alteraciones estructurales y funcionales en el higado causando un desequilibrio que conduce a
la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafiando componentes celulares
como lipidos, proteinas, y acidos nucleicos. La oxidacion de todo el acido graso acumulado en
el higado conduce a un dafio macromolecular, senescencia celular prematura y progresion de
esteatosis simple a esteatohepatitis, lo que en Udltima instancia contribuye a la
hepatocarcinogénesis. La activacion de los macréfagos (células de Kupffer), por la exposicion
a ROS, generan especies reactivas de oxigeno adicionales, lo que provoca inflamacidn, lesién
y fibrogénesis en el tejido hepatico, lo que afecta a los hepatocitos y las células estrelladas
hepéticas!?’-110,

Una respuesta al estrés oxidativo, es la produccion de una actividad antioxidante,
regulada por la via Nrf2/ARE. Esta via es esencial para contrarrestar el dafio inducido por OxS
y restaurar el metabolismo normal de los lipidos, lo que la convierte en un objetivo potencial
para prevenir y tratar MASLD?07:111,

3.3.4 Lipotoxicidad

La lipotoxicidad es el resultado de los efectos nocivos generados por la acumulacién
excesiva de acidos grasos libres, triglicéridos, ceramidas y lipoproteina oxidada de baja
densidad (oxLDL) en el higado, contribuyendo al desarrollo de la esteatosis hepatica. Eso se
debe a la incapacidad del higado de gestionar y exportar esos lipidos, abrumandose por una
entrada excesiva de los mismos®. Esta sobrecarga del aumento de los lipidos intrahepaticos
genera la produccion de metabolitos toxicos como especies reactivas de oxigeno que causan,
disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo, apoptosis y un dafio hepatico que contribuye a la
progresion de la esteatohepatitis. Es importante resaltar que la composicién/tipos de los acidos
grasos va a activar diferentes vias de sefializacién que consecuentemente produciran diferentes
efectos dafosos al higado!?. Se ha visto que la acumulacion de los acidos grasos saturados
hepaticos (AGS) en el higado contribuye mas para el desarrollo de la resistencia a la insulina*3.

Se sabe que individuos con MASLD presentan la lipogenesis de novo (LDN) elevada
en comparacion con individuos sanos. Eso se debe al desequilibrio de factores de transcripcion
como, la proteina de union reguladora de esterol tipo 1 y 2 (SREBP-1, SREBP-2), la proteina
de union en respuesta a carbohidratos (ChREBP) y el receptor activado del proliferador del
peroxisoma gamma (PPAR-y) que conduce a un aumento de la lipogénesis de novo y la sintesis
de triglicéridos, exacerbando el acumulo de grasa hepatica®®.

La lipotoxicidad puede activar vias de inflamacion por diferentes modos. La liberacidn
de acidos grasos libres, particularmente acidos grasos insaturados como palmitato y estearato,
son capaces de promover la inflamacion hepatica. Otra forma, es por la acumulacion de
colesterol, especialmente el colesterol libre, que estimula los macréfagos presentes en el higado,
ocasionando una inflamacion cronica caracteristica de la esteatohepatitis no alcoholica
(NASH). Como se ha mencionado anteriormente, existen diferentes tipos de lipidos que
producen lipotoxicidad, sin embargo las ceramidas un tipo de esfingolipido, son muy relevantes
en este proceso. Observadas en pacientes con NASH, las ceramidas se asocian con dafio a los
hepatocitos, por medio del estrés del RE, desequilibrio de la homeostasis de variados
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compuestos y la activacion de la apoptosis, 1o que exacerba ain mas la inflamacion del
higado®4,

3.3.5 Inflamacion hepatica

Aunque la inflamacion sea un cuadro cronico presente en pacientes con NASH, existen
numerosas evidencias del papel inicial de la inflamacion en la patogénesis de la enfermedad del
higado graso metabdlico asociado (MASLD). En la clinica, ya se sabe que individuos obesos
son mas propensos al desarrollo de MASLD. Ademas, un factor extremamente asociado a la
obesidad, es la inflamacién cronica presente en estos individuos debido a una acumulacion
anormal o excesiva de grasa en el tejido adiposo blanco*®,

Otros factores estrechamente vinculados a la obesidad y la inflamacion es la via de
respuesta de proteina desplegada (UPR) del estrés del reticulo endoplasmatico (ERS) y la
resistencia a la insulina. Esto puede conducir a un aumento del estrés oxidativo y
consecuentemente las respuestas inflamatorias. Las vias inflamatorias activadas en la obesidad
son: JNK, IKK y NF-kB. Al desencadenar la inflamacion hepatica, procesos dafiosos van a
conducir a la progresion de la enfermedad del higado graso metabdlico asociado MASLD6-
118

Una de las principales rutas de sefializacion que culminan en el proceso inflamatorio es
laruta de sefializacion c-Jun N-terminal quinasa (JNK) proteina activadora 1 (AP-1), promotora
de la liberacion de sefiales proinflamatorias. Estudios demuestran que la activacion de JNK
puede contribuir a la inflamacién del higado de una forma compleja. Esta sefializacion puede
ser activada tanto por el estrés del RE, como por la lipotoxicidad. Ademas su activacion
contribuye a la resistencia a la insulina y a la inflamacion metabdlica en la obesidad. Dentro del
proceso de activacion de la ruta JINK, vale destacar el papel de la citoquina TNF, que es un
producto de la activacion de la via como un estimulante de la misma®'®2L, Curiosamente, se
ha visto que el ejercicio fisico es capaz de inhibir la activacion de JNK en ratones con MASLD,
potencialmente mediante la modulacion del MIF (factor inhibidor de la migracion de
macrofagos) hepatico endogeno, reduciendo asi la lipotoxicidad y sus efectos inflamatorios.

Otra ruta importante en el proceso inflamatorio es la ruta de sefializacion del factor
nuclear kP (NFkp)-IkB quinasa (IKK). Como se ha mencionado anteriormente, la inflamacion
sistémica desempefia un papel importante en la progresion de MASLD. Esta inflamacién
desencadena la activacion hepética de NF-kp a través del complejo IKK (formado por las
subunidades cataliticas IKKo e IKKf, unido con la subunidad reguladora NEMO). EI complejo
IKK participa en la induccion de niveles elevados de colesterol LDL en plasma (relacionados
con la enfermedad cardiovascular aterosclerética) y de la esteatosis simple'?2123, Como en la
ruta JNK, la inhibicién de la actividad transcripcional nuclear de NF-xB, también suprime la
inflamacién y previene la progresion de MASLD simple a NASH?4,

Ademas de la activacion de variadas vias de sefializacion, complejos proteicos y
proteinas independientes estdn involucrados en el proceso inflamatorio en el higado. El
complejo multproteico, denominado inflamosoma, es responsable por detectar sefiales de dafio
intracelular. El inflamosoma mas estudiado, es el NLRP3 (NLR Family Pyrin Domain
Containing 3). El inflamasoma NLRP3, mediante la activacion de la caspasa-1, conduce al
procesamiento de citocinas proinflamatorias como IL1B e IL18. Un proceso importante
desencadenado por NLRP3 es la piroptosis. Es un proceso de muerte celular litica que libera
factores inflamatorios y contribuye para la inflamacion del higado, ademas de estimular la
activacion de las células estrelladas, amplificando la fibrosis hepatica'?>126, Algunas proteinas,
como los antagonistas de quimioquinas (CCL2, CCL3 y CCL5), van a regular la inflamacion
hepatica a través del reclutamiento de células inmunitarias, asi como el trafico de células
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inmunitarias innatas en la homeostasis. Sin embargo, las quimiocinas no modulan solamente
las funciones de las células no inmunes. Son capaces de modular las células estrelladas
hepaticas, lo que contribuye a la inflamacién del higado en afecciones como MASLD?*?7128,

El componente clave de todo el proceso inflamatorio, tanto agudo como crénico son los
macrofagos. Existen dos tipos principales de macréfagos implicados en el proceso inflamatorio
hepatico. Son las células de Kupffer que se originan a partir de progenitores eritromieloides
derivados del saco vitelino en el higado fetal y los macréfagos derivados de monocitos, que se
reclutan a partir de monocitos circulantes. Los monocitos circulantes reclutados son capaces de
diferenciarse en macréfagos de tipo M1 (proinflamatorios) o M2 (antiinflamatorios). Los
macrofagos M1 son inducidos por estimulos provenientes de los acidos grasos libres (AGL) a
través de TLR, del lipopolisacarido (LPS), de la leptina a través del receptor de leptina, del
colesterol y de las lipoproteinas oxidadas de baja densidad (oxLDL) a través de receptores
especificos como CD36 y SRA. En las citocinas proinflamatorias producidas por los
macréfagos M1 estan incluidas el factor de necrosis tumoral (TNF), la interleucina-1 beta
(IL1B) y la interleucina-6 (IL6), para mantener la homeostasis de los neutréfilos. El otro grupo
de macroéfagos, los M2 son inducidos por factores del microambiente que generan una respuesta
antiinflamatoria como, la interleucina-4 (IL4) y la interleucina-13 (IL13). Estos macréfagos
exhiben un fenotipo antiinflamatorio y secretan interleucina-10 (IL10), que puede inducir
selectivamente la muerte celular en macr6fagos M1, que expresan niveles altos de 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS)!2%-131,

3.3.6 Apoptosis y necrosis

La apoptosis, también definida como muerte celular programada, es una via de
autodestruccion producida de forma ordenada y controlada, que ejerce un papel determinante
en la progresion de MASLD vy la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Esta muerte
programada de los hepatocitos se observa cominmente en modelos experimentales de
esteatohepatitis y en los pacientes con MASLD. Esta induccion puede ser impulsada por
determinados factores como las caspasas, quinasa C-Jun N-terminal (JNK) y por las proteinas
de la familia Bcl-2. Ademas, disfunciones en el metabolismo de la glucosa y de los lipidos, asi
como en la microbiota, promueven la apoptosis, acelerando la progresion de
MASLD/NASH32.133,

El proceso de apoptosis celular puede ser desarrollado por dos vias principales, la
extrinseca (mediada por receptores de muerte) y la intrinseca (iniciada por organulos). La
actividad de estas dos vias esta involucrada en la patogénesis de MASLD. Ademas, es
importante destacar que factores como la disfuncién mitocondrial, el estrés del RE vy la
permeabilizacién lisosomal contribuyen a la muerte celular. La liberacion de factores de la
apoptosis de los hepatocitos moviliza las células inmunes, células estrelladas hepaticas y el
deposito de colageno tipo 1 por parte de los miofibroblastos hepéaticos. Sin embargo, este
reclutamiento desencadena mecanismos regenerativos para sustituir los hepatocitos muertos,
pero las respuestas de reparacion aberrantes pueden provocar la progresion de la lesion
hepatical3?134,

Un evento que se desencadena posteriormente a la apoptosis celular es la necrosis. Se
ha observado niveles elevados de TNF-a en pacientes con MASLD. Se sabe que el TNF-a
desempefia un papel crucial en la promocion de la inflamacion y de las lesiones hepaticas. Esto
directamente contribuye para la progresion de MASLD a etapas mas graves. Eso se debe al
aumento de la muerte de las células hepaticas, lo que puede provocar necrosis dentro del
higado'®.
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3.3.7 Fibrosis

El desarrollo de la fibrosis generalmente comienza a aparecer en individuos con
MASLD a medida que la enfermedad progresa desde una simple esteatosis hepatica hasta una
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y en casos mas graves, hasta la fibrosis hepatica y
cirrosis. Ademas de factores como la acumulacion de triglicéridos hepaticos, el estrés oxidativo,
la resistencia a la insulina, las sustancias lipotdxicas y la inflamacion, los polimorfismos
genéticos también pueden contribuir al desarrollo de fibrosis en MASLD. La susceptibilidad a
la fibrosis hepatica durante el desequilibrio metabdlica en la esteatosis hepatica puede aumentar
con los polimorfismos genéticos como, PNPLA3, TM6SF2 y HSD17B13. Con la disfuncion
hepatica y la actividad de células inflamatorias, sefiales son liberados para activacion de las
células estrelladas hepaticas, promoviendo repuestas fibrogénicas y conducir a fibrosis y
cirrosist3+1%,

4 EL TEJIDO ADIPOSO

El organismo, a través del tejido adiposo regula varios aspectos de su fisiologia como, la ingesta
de alimentos, los niveles de energia, la sensibilidad a la insulina, la temperatura corporal y las
respuestas inmunes'3®. Eso es posible debido a una peculiaridad de este tejido, la presencia de
tres tipos distintos de tejido adiposo. Estos adipocitos se diferencian especialmente de acuerdo
con su color, actividad metabolica, distribucion y vascularizacion (Imagen 4). Los tejidos son
conocidos como, adiposo blanco, adiposo beige y adiposo marron.

Adipocito blanco Adipocito beige Adipocito marrén

Almacenamiento

Unilocular

Triglicéridos

Imagen 4. Tipos de tejido adiposo y las diferencias morfologicas y funcionales entre ellos (elaboracion
propia, mediante Biorender).

Es importante resaltar que el tejido adiposo posee una plasticidad extraordinaria, siendo
capaz de ajustar rapidamente los programas metabdlicos, contraerse y expandirse,

43



TADEU DE OLIVEIRA DIZ

transformarse estructural y metabélicamente y desdiferenciarse para diversas funciones®’. El
tejido adiposo blanco (TAB), se encuentra ampliamente distribuido en el cuerpo de los
individuos adultos. Este tejido puede ser del tipo visceral, ubicado alrededor de los 6rganos
internos o del tipo subcutaneo. Ademas, este tejido estd compuesto por varias células como los
adipocitos, preadipocitos, macréfagos y células endoteliales!® 1%, TAB contribuye
significativamente en los procesos inflamatorios y principalmente en el metabolismo
energético. Sirve como érgano de almacenamiento de energia, almacena trigliceridos y libera
acidos grasos a través de procesos como la lipogénesis y la lipdlisis'®140, EI TA beige surge
principalmente de células progenitoras Myf5 y existe en la grasa subcutanea y visceral.
Funciona como un tipo de adipocitos termogénicos que disipan energia en forma de calor, lo
que ayuda a combatir la obesidad y sus trastornos asociados. Pueden activarse mediante estrés
por frio o agonistas de los receptores adrenérgicos B3, lo que lleva a la induccion de genes
termogénicos y a un aumento de la termogénesis. La activacién de los adipocitos beige puede
mejorar la tolerancia sistémica a la glucosa y ayudar en el tratamiento de la obesidad y la
diabetes'®®. EI TAM (marroén o pardo) disipa energia en forma de calor, ofreciendo una nueva
forma de combatir la obesidad y los trastornos asociados. Se caracteriza por una alta actividad
termogénica y enriquecimiento de UCP1, que desacopla la oxidacion del combustible de la
sintesis de ATP0, La grasa marrén desempefia un papel crucial en la termogénesis, la
promocion de la absorcién de glucosa y la eliminacién de triglicéridos de la circulacién. La
activacion del tejido adiposo marron a traves de la exposicion al frio aumenta la movilizacion
de lipidos y promueve la quema de lipidos mediante la produccion de calor en las
mitocondrias'®,

4.1 TEJIDO ADIPOSO BLANCO

El tejido adiposo blanco (TAB) tiene como principal funcién, servir de depdsito de
energia para otros tejidos. Actia como un sumidero metabdlico para el exceso de ingesta de
alimentos. Sin embargo, es un érgano secretor que libera adipocinas, que regulan la hipertrofia,
la hiperplasia y la actividad de los adipocitos. Asimismo, TAB sintetiza y secreta hormonas
como la leptina y la adiponectina, que se dirigen a los masculos y al higado para utilizar la
glucosa y los acidos grasos de manera eficiente. Morfoldgicamente, TAB se caracteriza por
presentar gotas lipidicas uniloculares, menor vascularizacion y menor cantidad de mitocondrias
en comparacion con los demas tipos de tejido adiposo#1142,

Como ya se ha mencionado, este tejido se distribuye por todo el cuerpo con dos
depdsitos principales, TAB subcutaneo y TAB visceral. EI TAB visceral, se encuentra en la
cavidad abdominal y se divide a su vez en depdsitos mesentérico, omental, perirrenal y
peritoneal. Otra caracteristica notable del tejido adiposo blanco es su capacidad de aumentar de
tamafio a través de hipertrofia e hiperplasia, reguladas por factores secretores liberados por este
mismo tejido. Las adipocinas liberadas por TAB desempefian un papel en la regulacion de la
expansion de los adipocitos, influyendo en el metabolismo del sustrato y la actividad de los
adipocitos. Factores como la resistencia a la insulina, la dislipidemia, la hiperglucemia y las
enfermedades cardiovasculares pueden afectar la fisiologia de TAB, lo que provoca cambios
en el tamafio del tejido adiposo4t142,

4.1.1 Metabolismo lipidico en el adipocito

Los adipocitos blancos almacenan energia en forma de triglicéridos (TG) en una sola
gota de lipidos grande y tienen pocas mitocondrias. Estos triglicéridos pueden ser hidrolizados
a AG para la liberacion al torrente sanguineo. EI metabolismo de los lipidos en los adipocitos
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blancos implica un proceso enzimatico secuencial, la lipolisis, donde los TGs almacenados se
hidrolizan para liberar 4cidos grasos libres (AGL) para diversos fines!43.

Antes de la llegada a los adipocitos blancos, la enzima lipoproteina lipasa (LPL)
hidroliza los triglicéridos transportados por los quilomicrones, liberando acidos grasos para la
absorcion en los adipocitos. Al facilitar la absorcion de acidos grasos de los quilomicrones, la
LPL influye en el recambio general de lipidos y en la capacidad de almacenamiento de los
adipocitos. La actividad de la LPL es esencial para regular el metabolismo de los lipidos y el
equilibrio energético en el tejido adiposo**4. Una vez en contacto con la membrana celular, los
acidos grasos son transportados para el interior de la célula por la accion de CD36. Esto permite
la absorcion de AG de cadena larga. La inhibicién de la translocacion de CD36 por las
ceramidas puede provocar una alteracion de la tolerancia a la glucosa y la absorcion de acidos
grasos, lo que afecta la salud metabdlica general'®®. Ya en el interior de los adipocitos, los AGs
son esterificados a TG para su almacenaje. Sin embargo, los propios adipocitos pueden producir
el AG a partir de la glucosa.

La glucosa proveniente de la circulacion, ingresa al adipocito a través de transportadores
de glucosa como GLUT4 sensible a insulina y GLUT1, no sensible a insulina. Esta sintesis de
AGs sera obtenida a través del proceso de lipogénesis. Al pasar por los transportadores, la
glucosa se metaboliza mediante la glucolisis y el ciclo del TCA para producir moléculas de
citrato. Ademas, en este proceso la glucosa se convierte en glicerol-3-fosfato (G3P). En otras
palabras, la glucosa proporciona el sustrato para la sintesis de acidos grasos, promoviendo la
lipogénesis de novo mediante la estimulacion de la insulina. La insulina activa enzimas
lipogénicas y factores de transcripcion como SREBP1 y ChREBP, cruciales para la sintesis de
lipidos. Con la formacidn del citrato, la ATP citrato liasa (ACLY) y la acetil-CoA carboxilasa
(ACC1) generan acetil-CoA. El acetil-CoA se transporta a las mitocondrias para generar
malonil-CoA, un componente clave para la sintesis de acidos grasos. Una vez formado el
malonil-CoA, la acido graso sintasa (FAS), ira utilizarlo para producir acido palmitico. Vale
destacar que el acetil-CoA también puede provenir de la conversion de acetato por la acil-CoA
sintetasa ACSS2. Enzimas como la acido graso sintasa (FAS) y la acetil-CoA carboxilasa
(ACC) son esenciales para el alargamiento y la desaturacion de los acidos grasos. Los acidos
grasos recién sintetizados se incorporan a los triglicéridos para su almacenamiento (TG pool) o
se utilizan como moléculas de sefializacion en el metabolismo del tejido adiposo44:14°,

En condiciones de hipoglucemia, frio o durante la practica de ejercicios, la lipdlisis se
activa en los adipocitos para la generacion de acidos grasos y glicerol. Los reguladores
hormonales como las catecolaminas, los péptidos natriuréticos y la insulina estimulan la
lipolisis en los adipocitos humanos. Los receptores beta-adrenérgicos desempefian un papel
crucial en la activacion de la lipolisis durante periodos de alta demanda energética, como en
ayuno o en la exposicion al frio'*®. Cuando son estimulados por catecolaminas como la
noradrenalina, los receptores beta-adrenérgicos inician una cascada que eleva los niveles de
AMP ciclico, lo que lleva a la activacion de la proteina quinasa A (PKA), que modula la
lipolisis. La fosforilacion de factores clave como PLIN1 por PKA permite la liberacién de
CGI58, que luego interactiia con ATGL para activar completamente su actividad de triglicérido
hidrolasa. ATGL, codificada por PNPLA2, es la principal enzima responsable de descomponer
el triacilglicerol (TAG) en diacilglicerol (DAG) durante la lipdlisis. La actividad de ATGL esta
regulada por proteinas que interacttan como CGI58 (ABHD5), que es esencial para la
activacion completa de ATGL durante la lipdlisis estimulada. Se ha visto que la deficiencia de
ATGL puede provocar la acumulacion de TG en el tejido adiposo tanto en ratones como en
humanos®3.
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Igualmente a ATGL, la lipasa sensible a hormonas HSL va a descomponer los
triacilgliceroles en acidos grasos individuales. Cuando se activa por la via de la proteina quinasa
A (PKA) dependiente de AMPc, la HSL se traslada a las gotitas de lipidos con la ayuda de
perilipina para una lipdlisis eficiente®®, HSL es responsable de la hidrélisis de diglicéridos a
monoglicéridos durante el proceso lipolitico en los adipocitos. EI DAG se descompone alin mas
mediante la lipasa sensible a hormonas (HSL) para liberar un &cido graso y G3P, que es un
intermediario crucial en el metabolismo energético. Por otro lado, la deficiencia global de HSL
en ratones conduce a una ligera disminucién de la hidrdlisis de triglicéridos y a un aumento de
la masa de tejido adiposo marrén, lo que indica efectos compensatorios de otras lipasas. El
papel de HSL se muestra de gran importancia, por estar directamente involucrado en la
formacion final de los &cidos grasos y glicerol. HSL promueve la hidrdlisis de los TG para
generar monoacilglicerol (MG) y como consecuencia, la liberacion de glicerol y acidos grasos,
componentes esenciales para el metabolismo energético. Finalmente, los dos compuestos son
liberados para la circulacion y destinados a otros tejidos periféricos (Imagen 5)44.146,
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Imagen 5. Esquema del metabolismo lipidico en los adipocitos blancos (elaboracion propia, mediante
Biorender). AG = acidos grasos, TG = triglicéridos, IR = receptor de insulina, DAG = diacilglicerol, MG =
monoacilglicerol

4.1.2 Metabolismo de la glucosa en el adipocito

El metabolismo de la glucosa, especialmente la glucdlisis, en los adipocitos blancos es
crucial para mantener la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de todo el cuerpo, como lo
demuestra la correlacion positiva entre las enzimas lipogénicas del tejido adiposo y la
sensibilidad a la insulina. Como mencionado anteriormente, la glucosa se metaboliza en los
adipocitos para producir moléculas de citrato necesarias para la LDN, lo que destaca el papel
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de la glucosa en la generacion de especies lipidicas esenciales para el control metabolico
sistémico#,

La glucodlisis tiene un papel crucial en la produccién y almacenamiento de energia en
los adipocitos blancos. Durante el proceso de glucolisis, parte de la glucosa se convierte en
glicerol-3-fosfato (G3P), que constituye la columna vertebral del triacilglicerol. Terminada la
glucolisis, la glucosa puede oxidarse en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) para producir
energia o convertirse en acidos grasos mediante lipogénesis de novo. Algunas proteinas y
enzimas son fundamentales en el metabolismo de la glucosa. La proteina de unién a elementos
sensible a los carbohidratos (ChREBP) desempefia un papel en la regulacion de las enzimas
lipogénicas y los factores de transcripcion, lo que influye en el metabolismo de la glucosa y la
sensibilidad a la insulina. Otras enzimas, como las enzimas glucoliticas como la hexoquinasa,
la fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa, también participan en la via glucolitica4*.

4.2 TEJIDO ADIPOSO BEIGE

El tejido adiposo beige juega un papel crucial en la regulacion del equilibrio energético
a través de la termogénesis, pero participa también, en la homeostasis de la glucosa y la
sensibilidad a la insulina en 6rganos periféricos. Otra funcidn del tejido adiposo beige es la
remodelacion del tejido adiposo, que incluye procesos como la fibrosis tisular y la angiogénesis.
Algunas moléculas secretoras liberadas por el tejido adiposo beige, tienen efectos endocrinos y
también pueden funcionar de manera paracrina/autocrina para mediar la comunicacion entre
células dentro del propio tejido adiposo**’.

El tejido adiposo beige se encuentra predominantemente en los depositos de tejido
adiposo blanco subcutaneo (TAB). Este tejido también puede ubicarse en el cuelloy enla region
subescapular, similar a TAM, destacando su presencia en regiones anatomicas especificas del
cuerpo. Estudios han demostrado que los adipocitos beige pueden desarrollarse dentro del TAB
subcutdneo a partir de un subconjunto distinto de preadipocitos o mediante la
transdiferenciacion de adipocitos blancos existentes, lo que indica su capacidad para formarse
en diferentes entornos de tejido adiposo'“e.

Los adipocitos beige poseen caracteristicas inicas en comparacion con los adipocitos
blancos y marrones. Participan en la disipacién de energia en forma de calor, contribuyendo a
la homeostasis energética de todo el cuerpo y a la homeostasis de la glucosa a través de
mecanismos independientes de UCP1%4'. El tejido beige se puede inducir en los depdsitos de
tejido adiposo blanco (TAB), contribuyendo al proceso conocido como “browning” o
“amarronamiento” del TAB, que puede ayudar en el gasto de energia y la salud metabdlica. Los
adipocitos beige pueden reclutarse en respuesta a diversos estimulos ambientales, como por
ejemplo la aclimatacién al frio. Este reclutamiento puede ocurrir incluso en individuos que
previamente no tenian niveles identificables de adipocitos termogénicos, lo que demuestra la
naturaleza adaptativa de la grasa beige'*.

El tejido adiposo beige contribuye a la termogénesis al expresar la proteina Uncoupling
Protein 1 (UCP1), que desacopla la fosforilacion oxidativa para generar calor, similar a los
clasicos adipocitos marrones. Los adipocitos beige expresan varios marcadores como UCPL,
PGCla y Cidea, junto con marcadores selectivos de color beige como Cd137, Thx1, Tmed26
y Citedl, lo que los distingue de otros tipos de adipocitos y resalta sus caracteristicas
fisiologicas Unicas'#.

Las mitocondrias de los adipocitos beige, similares a los adipocitos marrones, carecen
de control respiratorio y exhiben una fuga de protones mediada por UCPL, lo que contribuye
significativamente a la tasa metabdlica basal. El reclutamiento y la activacién de los adipocitos
beige por parte de diversos reguladores y sefiales ambientales impactan positivamente el gasto
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energético de todo el cuerpo, protegen contra el aumento de peso inducido por la dietay mejoran
la sensibilidad a la insulina, lo que contribuye a la salud metabdlica general. Debido a sus
propiedades descritas, el tejido adiposo beige es un objetivo terapéutico atractivo para la
obesidad y afecciones relacionadas, como la diabetes tipo 2, lo que destaca su potencial en el
manejo de los trastornos metabélicos!491%0,

4.3 TEJIDO ADIPOSO MARRON

El tejido adiposo marron (TAM) es un tipo especial de tejido adiposo que ayuda en el
gasto calorico a través de la produccion de calor para manutencion de la temperatura corporal.
Ademas, el tejido adiposo marron contribuye significativamente a la homeostasis de la glucosa
y de la insulina al ayudar en la captacion y utilizacién de la glucosa®®?.

El tejido adiposo marrdn se encuentra en ubicaciones discretas en los humanos, incluida
la region cervical-supraclavicular, el &rea perirrenal/suprarrenal y las regiones paravertebrales
alrededor de los vasos principales como la aorta y sus ramas*®2. La presencia de TAM se puede
visualizar en humanos adultos mediante una tomografia por emision de positrones con 2-
desoxiglucosa marcada con 18 flior (18 FDG-PET). La cantidad de TAM se correlaciona
inversamente con el indice de masa corporal (IMC) y la adiposidad, lo que indica su papel en
el equilibrio energético y el metabolismo*®.

El TAM activo, puede contribuir hasta entre un 2% y un 5% de la tasa metabodlica en
reposo en humanos, lo que destaca su importancia en el gasto energético y la termogénesis.
TAM esté enriquecido con mitocondrias y morfologicamente este tejido se caracteriza por tener
multiples pequefas gotas de lipidos en el citoplasma, lo que lo distingue de los adipocitos
blancos que normalmente tienen una gran gota de lipidos por célula®®?,

El tejido adiposo marron esta especializado en disipar energia quimica en forma de calor
como un mecanismo de defensa contra el frio y la alimentacion excesiva. TAM exhibe una
flexibilidad extrema en la seleccion de combustible, utilizando una amplia gama de metabolitos
para apoyar la termogénesis, lo que lo convierte en un tejido unico e importante en el balance
energético. Este tejido utiliza diversos sustratos energéticos como lipidos, glucosa, succinato,
lactato y aminoacidos de cadena ramificada para generar calor y mantener la homeostasis
metabolica. Todo eso es posible debido a su capacidad de producir calor a través de la proteina
desacopladora 1 especifica de la grasa marrén (UCP1) en las mitocondrias®®*.

Cuando hay una exposicion al frio, la ingesta de alimentos o la practica de ejercicios
fisicos, consecuentemente hay un estimulo para la liberacién de norepinefrina por el sistema
nervioso central. La norepinefrina puede unirse al receptor adrenérgico B3 ubicado en la
membrana de los adipocitos marrones, activando vias de sefializacion posteriores. Con la
estimulacion de los receptores beta adrenérgicos, se genera la activacion de la adenilato ciclasa,
incrementando los niveles de monofosfato de adenosina ciclico (AMPCc), lo que por fin provoca
la activacion de la proteina kinasa A (PKA). PKA tiene como papel, incrementar el proceso de
lipdlisis, a través de la activacién de proteinas como HSL y ATGL. Estas proteinas actian sobre
los triglicéridos almacenados en el citosol provocando la liberacion de acidos grasos libres. Los
acidos grasos son esenciales para la activacion de UCP1 en el tejido adiposo marron, ya que
son un sustrato importante para el proceso termogénico. UCP1 disminuye el gradiente de
protones a través de la membrana mitocondrial interna, lo que lleva a la disipacion de energia
en forma de calor en lugar de produccion de ATP. Al desacoplar la cadena de transporte de
electrones de la sintesis de ATP, UCP1 promueve la oxidacion de acidos grasos y glucosa para
generar calor, un proceso conocido como termogénesis sin temblores®®. Vale destacar que
TAM puede manejar eficientemente un alto nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo
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que en realidad promueve su termogénesis, a diferencia de la mayoria de las células donde las
ROS perjudican la funcién mitocondrial®®,

Existe una regulacién a nivel genético de la proteina UCP1 mediada por multiples
factores de transcripcion, como FGF21, Prdm16, PPARy y PGCla. FGF21 juega un papel
crucial en la induccion de la proliferacion del tejido adiposo marron y en la promocion de la
termogénesis en el tejido adiposo. FGF21 mejora la termogénesis al regular positivamente el
coactivador PGClo después de la exposicion al frio o el ejercicio, aumentando asi la
termogénesis en el tejido adiposo. Ademas, FGF21 también induce el “amarronamiento” de los
adipocitos blancos mediante la activacion de PPARy en TAB, lo que conduce a la
diferenciacion de los preadipocitos en adipocitos marrones maduros, mejorando ain mas la
termogénesis'®’. Prdm16 es un otro factor de transcripcion crucial para regular el programa de
genes termogénicos en adipocitos marrones y beige. Se ha visto que Prdm16 es prescindible
para el desarrollo embrionario de TAM, pero es esencial en ratones jovenes para suprimir la
expresion de genes selectivos de grasa blanca en TAM. La pérdida de Prdm16 conduce a una
grave disminucion del caracter termogénico del tejido adiposo marron interescapular en ratones
adultos, lo que provoca una disfuncion del TAM y sensibilidad al frio sin predisponer a los
animales a la obesidad'®®. Uno de los reguladores transcripcionales de la termogénesis mas
importante es PPARy. PPARY es esencial para mantener la funcion de los adipocitos marrones
y su inducibilidad ante diversos estimulos como tiazolidinedionas, AMPc o sefiales B-
adrenérgicas, tanto in vitro como in vivo. PPARy desempefia un papel crucial en la regulacion
de la glicerol quinasa (GYK), un objetivo conocido de PPARY, que participa en la esterificacion
de &cidos grasos proporcionando glicerol-3-fosfato (G3P) como sustrato. La expresion reducida
de GYK debido a la pérdida de PPARy conduce a una disminucién de la sintesis de
triacilglicerol y del almacenamiento de lipidos en los adipocitos marrones. Ademas, PPARy
puede compensar la pérdida de PPARa para regular la funcion termogénica de los adipocitos
marrones, lo que indica su importante papel en el mantenimiento de la capacidad termogénica
del tejido adiposo marrén'>®. PPARY se caracteriza por presentar coactivadores con 10s que se
asocia. Uno de los coactivadores es PGCla (coactivador tipo 1 a del receptor activado por el
proliferador de peroxisomas). Se considera el regulador maestro de la biogénesis mitocondrial,
controlando el contenido mitocondrial y la respiracion. PGCla es esencial para activar el
programa de expresion génica que genera termogénesis en respuesta a estimulos ambientales
como el frio. Cuando los adipocitos marrones se activan mediante sefializacion 3-adrenérgica,
el promotor PGCla sufre modificaciones de histonas que permiten la induccion de la
transcripcion de PGCla y el programa termogénico. La ausencia de PGCla en los adipocitos
marrones conduce a una incapacidad para activar el programa de expresion del gen termogénico
en respuesta al frio, lo que resulta en una mayor sensibilidad al frio6°,

El tejido adiposo marron desempefia un papel crucial en contrarrestar la sobrecarga de
lipidos hepaticos al coordinar la oxidacion del exceso de acidos grasos. TAM ayuda a almacenar
acidos grasos como triglicéridos en el tejido adiposo blanco, evitando asi la acumulacion
excesiva de lipidos en el higado. Al facilitar la oxidacion del exceso de acidos grasos, TAM
contribuye a mantener la homeostasis energética sistémica, esencial para prevenir las
alteraciones metabolicas asociadas a MASLD??,

5 INTERCOMUNICACION ENTRE HIGADO Y TEJIDO
ADIPOSO
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La comunicacion entre el higado y el tejido adiposo es fundamental para mantener la
homeostasis sistémica de los lipidos y de la glucosa, lo que da suporte al control de la
homeostasis energética del organismo. Por otra parte, el consumo excesivo de alimentos y el
desarrollo de la obesidad puede promover una comunicacion disfuncional entre el tejido
hepatico v el tejido adiposo. Una alteracion comprobada en la obesidad, es la disfuncion del
tejido adiposo blanco caracterizada por un aumento de la deposicion de grasa (adiposidad) y
una inflamacion cronica de bajo grado. En consecuencia, aumenta la entrega de lipidos y
adipocinas al higado, permitiendo el desarrollo de la esteatosis hepatica y de la inflamacion a
largo plazo'62163,

5.1 LA INTERCOMUNICACION EN UN ESTADO FISIOLOGICO

5.1.1 Metabolismo de lipidos

El higado gestiona el equilibrio del metabolismo de los lipidos a través de vias como la
absorcion de lipidos circulantes, la lipogénesis de novo (LDN), la oxidacién de acidos grasos
(FAO) y de la exportacidon de lipidos como particulas de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). Para mantener la homeostasis de los lipidos en el higado, la adquisicion y la
eliminacidn son cruciales. Inicialmente, la absorcion de los acidos grasos (AG) circulantes se
ve posible por la actividad de los transportadores especificos de lipidos, presentes en la
membrana plasmatica de los hepatocitos. Todo el proceso de transporte para el citoplasma
celular es regulado por PPARYy vy el transporte para los diferentes compartimientos celulares se
da por la accion de FABP1.

La leptina juega un importante papel en el control de la lipogénesis de novo y de la
oxidacion de los lipidos ya que es la principal hormona encargada de controlar el proceso
metabolico en el higado, aunque la adiponectina también actle activamente en este proceso.
Los niveles circulantes de leptina estan directamente relacionados con, el tamafio del tejido
adiposo blanco, con la oscilacion circadiana y con el estado nutricional del organismo. Aungue
la leptina actia directamente en el higado, esta hormona tiene una funcion crucial en el cerebro,
por informar sobre el almacenamiento de energia disponible y que consecuentemente ira
modular el comportamiento del individuo en el consumo o no de alimentos. En concordancia
con esto, se sabe que durante la alimentacion o en condiciones de obesidad los niveles de leptina
circulantes aumentan mientras en un estado de ayuno o pérdida de peso su concentracion
plasmatica disminuye!®,

Tras la liberacion de la leptina y de la adiponectina por los adipocitos blancos
subcutaneos, estas hormonas se direccionan al higado donde se unen respectivamente a sus
receptores de leptina (LepRb) y de adiponectina (AdipoR1). A través de la activacion de AMPK
y de PPARa, la leptina juntamente con la adiponectina ird disminuir la lipogénesis hepatica y
aumentar la oxidacion. La fosforilacion de AMPK en pAMPK posibilita su actividad en la
inhibicion de la lipogénesis, suprimiendo la expresion de SREBP1c y fosforilando la acetil CoA
carboxilasa-1 (ACC-1), una enzima limitante de la velocidad de la lipogénesis de novo?®?,
Como consecuencia de la baja actividad de ACC-1, la produccion de malonil CoA se limita.
De esta forma, se aligera la inhibicion de la actividad de la carnitina palmitoil transferasa-1
(CPT-1) y se mejora el transporte de los acidos grasos hacia las mitocondrias para el proceso
de B-oxidacion. La oxidacion de los acidos grasos es un proceso esencial y esta controlado por
PPARa que reduce los niveles de lipidos intrahepaticos mediante su uso como fuente de
energia. Ademas, los niveles de FAS se quedan bajos debido la limitacion de la lipogenesis de
novo*’. Independientemente de la actividad de AMPK, la adiponectina reduce la acumulacién
de ceramida hepatica generando una mejora de la actividad de la ceramidasa en el higado. El
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altimo mecanismo utilizado por el higado para mantener los niveles estables de grasa
intrahepatica es la exportacién de los mismos empaquetandolos en particulas VLDL, que luego
pueden utilizarse o almacenarse en otros tejidos. El funcionamiento equilibrado de las vias de
sefializacion, evitan que haya un incremento de la actividad de la lipogénesis de novo, frenando
el acumulo de grasa hepaética.

5.1.2 Metabolismo de la glucosa

Paralelamente al control del metabolismo lipidico, el mantenimiento sistémico de la
homeostasis de la glucosa se ocurre gracias la comunicacion del tejido hepatico con el tejido
adiposo. Un tejido adiposo sano y completamente funcional ayuda a mantener la sensibilidad
sistémica a la insulina, ya que produce una mejora en la absorcién de glucosa por los tejidos
periféricos y al mismo tiempo disminuyen la produccion de glucosa hepaticat®?. El tejido
hepatico es responsable por la produccién de FGF21, una importante hepatoquina ya
mencionada en esta tesis. Estudios demuestran que esta hormona estimula la secrecion rapida
y robusta de adiponectina en roedores, tanto in vivo como en modelos in vitro. Ademas, la
administracion de FGF21 es capaz de estimular los adipocitos blancos y producir un aumento
significativo de los niveles de adiponectina circulante en cuestion de pocos minutos y una
elevacién prolongada hasta 2 horas tras su administracion. Sin embargo, los efectos glucémicos
y de sensibilizacion a la insulina del FGF21, incluyendo niveles reducidos de glucosa en sangre
y mayor sensibilidad a la insulina, dependen de la presencia de adiponectina funcional. Eso
enfatiza la importancia de la interaccion FGF21-adiponectina en la regulacion metabdlica. La
adiponectina tiene un papel determinante en la activacion de vias responsables por la
homeostasis de la glucosa en el higado?.

Tras la activacion de la adiponectina via FGF21, esta hormona secretada por los
adipocitos va a actuar sobre sus receptores AdipoR1 estimulando la via AMPK. Como
consecuencia, AMPK actla inhibiendo la transcripcion de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK) y la glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa), lo que conduce a la disminucion de la
gluconeogénesis. Esta accion resulta en una disminucion de la produccion de glucosa y mejora
la glucemia.'®®. Ademas, esta indicado que los niveles mas altos de adiponectina estan
relacionados con una mejor sensibilidad a la insulina, mientras que los niveles mas bajos estan
relacionados con la resistencia a la insulina. Vale destacar que niveles elevados de adiponectina
reducen significativamente la produccién de glucosa en el higado, por otro lado la degradacion
de la via de sefializacién de la adiponectina contribuye a una alta produccion de glucosa en el
higado, lo que conduce a la hiperglucemia®’1%, Se ha visto en estudios clinicos, que las
inyecciones de adiponectina en individuos con diabetes tipo 1 y tipo 2, pueden reducir los
niveles de glucosa en plasma sin causar hipoglucemia'®’. Otro papel de la adiponectina en la
homeostasis de la glucosa es reducir las ceramidas dafiinas y mejorar la degradacién de las
ceramidas a través de los receptores de adiponectina (AdipoR1/AdipoR2). Este proceso de
descomposicion conduce a la produccion de esfingosina-1-fosfato (S1P) y mejora la
sensibilidad a la insulina y el metabolismo de la glucosa®®'’%, Como resultado, la mayor
sensibilidad a la insulina hepatica se retroalimenta a los adipocitos promoviendo la sensibilidad
a la insulina del tejido adiposo. Este efecto resulta en una mayor homeostasis sistémica de los
lipidos y la glucosa (Imagen 6)62,
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Imagen 6. Esquema de la interaccion entre el tejido adiposo blanco y el tejido hepatico en el
control del metabolismo de la glucosa y de los lipidos en un estado fisiolégico (elaboracion propia,
mediante Biorender).

5.2 LA INTERCOMUNICACION EN UN ESTADO PATOLOGICO

5.2.1 Metabolismo de lipidos

Como hemos visto anteriormente en este trabajo, el higado es el 6rgano de mayor
importancia en el metabolismo. Debido a la importancia sistémica de su funcion, se sabe que
un desequilibrio entre la emision de sefiales y sus respectivas respuestas entre higado y tejido
adiposo resulta en un desequilibrio homeostatico que favorecera el surgimiento de
enfermedades metabdlicas.

Es fundamental que el tejido adiposo esté funcionando adecuadamente para que el
higado no sufra con una sobrecarga en el metabolismo lipidico. Por eso, la obesidad y el
consumo de grasa son cruciales para comprender el origen de este desequilibrio homoestatico.
La obesidad es caracterizada por desencadenar una inflamacion en el tejido adiposo,
desencadenada principalmente por la muerte de los adipocitos, aumentando la cantidad de
macréfagos proinflamatorios. Estos macrofagos proinflamatorios (M1), contribuyen a la
inflamacion crénica de bajo grado asociada con la obesidad. Ademas, en la obesidad, el estrés
mecanico originado por un aumento del almacenamiento de triglicéridos en los adipocitos
(hipertrofiados) también puede inducir inflamacidn al afectar la expresion genética y la funcion
de los adipocitos. Ya los desencadenantes, como los lipidos de la dieta o los lipidos end6genos,
pueden provocar una inflamacion del tejido adiposo al activar vias de sefializacion como NF-
kB, promover la sintesis de quimiocinas y atraer macrofagos proinflamatorios®3171,

La resistencia a la insulina local, desencadenada por la muerte de los adipocitos y
consecuente inflamacion, conduce a una mayor lipélisis en el tejido adiposo blanco y a una
liberacion excesiva de acidos grasos libres para circulacion!’>73, Con el exceso de acidos
grasos circulantes, la liberacién de adipocinas como, adiponectina, leptina, resistina y citocinas
proinflamatorias como IL-6 y TNF-a, el tejido adiposo blanco actia como primer
desencadenador de la patogenesis de MASLD. Se ha identificado que en MASLD, los TAGs
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hepaticos tienen origen de la lipdlisis del tejido adiposo (contribucion de 60%), de la lipogenesis
de novo (contribucién de 25%) y la ingesta dietética (contribucion de 15%) del total de TAG
hepaticos’*,

Tras la liberacion de los acidos grasos (AG) de la lipdlisis de TAB, estos lipidos son
transportados para el citoplasma hepatico a través de FATP2, FATP5 y CD36, aumentando el
influjo de &cidos grasos libres dentro del higado. Una vez dentro de la célula, los AGs se mueven
a través de la actividad de FABPL. Sin embargo, con la progresion de MASLD, los niveles
intracelulares de FABP1 pueden disminuir, limitando la movilidad de los acidos grasos y
contribuir para la manutencion de la esteatosis*’.Es importante aclarar que en las primeras
etapas de MASLD pueda ocurrir un incrementos de la expresion de FABP1, con el objetivo de
mejorar el flujo de lipidos como mecanismo compensatorio para limitar la lipotoxicidad.

Ademas, FABP1 ayuda a transportar ligandos de PPAR al nucleo de las células
hepaticas, donde PPARa y PPARY son reguladores activos del metabolismo de los lipidos. En
condiciones fisiologicas, mientras PPARo ayuda a aumentar la descomposicion de los AGs,
conocida como oxidacion de &acidos grasos (FAOQO), para generar energia y reducir la
acumulacion de grasa en el higado, PPARYy influye en el almacenamiento de grasas al promover
la adipogénesis y regular la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, con la progresion de
MASLD, se observa una disminucion de la expresion PPARa y PPARY, debido al deterioro de
la funcidn hepatica, al aumento del estrés oxidativo y al dafio hepatico.

Yaen el citoplasma de los hepatocitos, los AGs pueden pasar por una actividad sintética
de acil-CoA para la formacion de acil-CoA grasos, que luego se oxidan dentro de las
mitocondrias a través de la via de B-oxidacion o pueden ser convertidos en triacilglicerol
intracelular (TAG) inerte para su almacenamiento en gotitas de lipidos (LD) o acoplarse a
apolipoproteinas y luego exportados en formato de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
para manutencion de los niveles internos de grasa.

Cuando hay un aumento de los niveles intrahepaticos de grasa, la célula conduce a un
aumento de la oxidacion de acidos grasos (FAO), con el objetivo de reducir la acumulacion de
lipidos en el higado y luego conservar su estado integro. Sin embargo, a medida que se avanza
la enfermedad hepatica, el exceso de FAO puede oprimir el sistema de defensa del higado,
provocando estrés oxidativo debido a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
La progresion de MASLD puede activar vias alternativas como la oxidacion peroxisomal y del
citocromo para procesar los acidos grasos, lo que podria exacerbar el estrés oxidativo y la
inflamacion.

Un porcentaje de los AGs, estd destinado para la formacion de las gotitas de lipidos
(LD). Este proceso esté influenciado por varias vias del metabolismo de los lipidos que regulan
la acumulacién y degradacién de lipidos, lo que contribuye a la esteatosis. El proceso de
formacion de las LDs se inicia dentro de la bicapa del reticulo endoplasmatico (RE), por medio
de la accion de las enzimas locales del ER como, la carnitina palmitoiltransferasa (CPT1) y la
glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) que desempefian funciones cruciales en la
introduccidn de acil-CoA en las vias que conducen a la formacion de gotitas de lipidos. Estas
enzimas ayudan a esterificar los acidos grasos (AG) a glicerol-3-fosfato, un paso clave en la
biogenesis de las gotitas de lipidos. En seguida, las enzimas DGAT1 y DGAT2 son introducidas
al proceso, para participar en la canalizacion de acidos grasos en triglicéridos (TAG). A partir
de este punto, Cesld un miembro de la familia de las carboxilesterasas (CES), puede contribuir
con el recambio de las gotitas de lipidos hepaticas regulando el trafico de lipidos y también, en
el ensamblaje de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Con las LDs formadas, las
prilipinas (PLIN), como PLIN2, PLIN3 y PLIN5, van a desempefar un papel crucial en la
regulacion del metabolismo de los lipidos dentro de las gotitas de lipidos. Ademas, Cidea y
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Cidec acttan directamente en la promocion de la esteatosis hepatica, facilitando la fusion de
LDs pequefias y grandes en condiciones de ayuno y obesidad.

La proteina microsomal de transferencia de triglicéridos (MTTP) y la apolipoproteina
B (ApoB100) son cruciales para la formacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).
MTTP facilita la transferencia de triglicéridos a particulas de VLDL, esenciales para el
ensamblaje y secrecion de VLDL. Ya la apolipoproteina ApoB100, como componente
estructural de las VLDL, se encarga de estabilizar y formar la particula VLDL en el higado. En
conjunto, MTTP y ApoB100 garantizan el empaquetamiento adecuado de los triglicéridos en
VLDL para su exportacion desde el higado a la circulacion, contribuyendo al transporte y
metabolismo de los lipidos.

Paralelamente a la entrada de lipidos en el citoplasma celular, los hepatocitos producen
acidos grasos a través de la lipogénesis de novo. Esta via se puede activar por, el aumento de la
afluencia de &cidos grasos libres, la resistencia a la insulina y por un aumento de la actividad
de ChREBP, consecuente de un aumento de consumo de dietas ricas en carbohidratos y la
ingesta de azlcar. La activacién de la lipogénesis de novo resulta de una sobreexpresion de la
proteina 1c de union al elemento regulador de esteroles (SREBP-1c), el principal regulador de
LDN, en estados de resistencia a la insulina. SREBP1c orquesta la regulacién transcripcional
de LDN, promoviendo la expresion de enzimas lipogénicas y contribuyendo a la acumulacion
de especies lipidicas dafinas en el higado. Es importante destacar que la resistencia a la insulina
conduce a una regulacion positiva del LDN al aumentar la expresion de SREBP-1c. SREBP-1c
puede ser activada por la insulina y el receptor hepéatico X alfa. Se ha visto que pacientes con
MASLD, la expresion de SREBP-1c aumenta, lo que lleva a un aumento de los niveles de
triglicéridos hepaticos*’. Ademas, se ha descrito que la inhibicion de la actividad de SREBP-
1c puede reducir la sintesis de acidos grasos y la acumulacion y secrecion de TG en el higado.

Otra proteina que media la lipogénesis de novo, es ChREBP1 (especificamente la
isoforma ChREBP-f), necesaria para una respuesta lipogenica normal después de la ingestion
de carbohidratos, lo que enfatiza su papel crucial en la sintesis de lipidos desencadenada por la
ingesta de glucosa. Sin embargo, en individuos obesos y resistentes a la insulina, esta proteina
se activa mediante un flujo elevado de hexosa hepatica, tras una nutricion rica en fructosa, y
contribuyendo asi significativamente a la induccién de LDN". Por otro lado, estudios han
demostrado una funcion hepatoprotectora de ChREBP, al limitar los niveles de colesterol libre
citotoxicos, puede conferir un efecto protector contra el dafio hepatico inducido por una mayor
sintesis de colesterol durante la lipogénesis.

5.2.2 Metabolismo de la glucosa

Como ya se sabe, el metabolismo de la glucosa en el higado esta estrechamente regulado
por la insulina. Ademas, a través de la via de sefializacion Akt/PKB la insulina actla en el
higado para suprimir la glucogenolisis y la gluconeogénesis. Ya en el tejido adiposo, la insulina
ird actuar en la captacion de glucosa. Sin embargo, a medida que las células hepaticas pierden
la autorregulacion mediada por insulina, la produccion de glucosa aumenta en ambas vias.
Como mencionado anteriormente, la resistencia a la insulina esta intimamente conectada a la
progresion de MASLD. Debido a esta resistencia, la insulina no es capaz de suprimir la
produccién de glucosa hepatica, pero continda estimulando la lipogénesis, 1o que resulta en la
progresion de esteatosis hepatica y desarrollo de la diabetes tipo 217,

Estudios demuestran, que pacientes con MASLD pueden experimentar niveles elevados
de glucosa en la prueba de tolerancia a la glucosa oral (OGTT) de 120 minutos, lo que indica
un metabolismo anormal de la glucosa'’’. Asimismo, se ha visto que las personas con MASLD,
exhiben una tasa de gluconeogénesis un 30% mas alta. Ademas, en los individuos con alto
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contenido de triglicéridos intrahepaticos, el flujo gluconeogénico se eleva en un 25%, lo que
indica un desequilibrio de la gluconeogénesis. La gluconeogénesis es un proceso de formacion
de glucosa a partir de fuentes distintas de carbohidratos, como por ejemplo el piruvato. En este
proceso, la conversién de piruvato en fosfoenolpiruvato, es crucial para la gluconeogénesis y
eso se da por una catalizacion promovida por la piruvato carboxilasa y la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa. La gluconeogénesis elevada en MASLD es el resultado de un aumento de la
anaplerosis mitocondrial y del metabolismo oxidativo en el higado. Eso se debe por la
existencia de un vinculo estrecho entre la gluconeogénesis y el ciclo del acido tricarboxilico
(TCA) en el higado, lo que destaca los intrincados cambios metabdlicos en esta enfermedad?’8.

Otra via incrementada en MASLD es la glucogendlisis. En esta enfermedad, hay una
elevacion de la glucogendlisis debido a la resistencia a la insulina, lo que resulta en un aumento
de la glucdlisis y consecuente inhibicion del flujo gluconeogénico a glucosa-6-fosfato (G6P)
por hiperglucemia concurrente. La resistencia a la insulina en MASLD induce a un aumento de
los intermediarios glucoliticos hepaticos, llevando a un aumento de la glucélisis y a una
regulacién positiva de los procesos de descomposicion del glucégeno como la glucogendlisis
(Imagen 7)86:176,
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Imagen 7. Esquema de la interaccion entre el tejido adiposo blanco y el tejido hepatico en el
control del metabolismo de la glucosa y de los lipidos en un estado patolégico (elaboracion propia,
mediante Biorender).

6 p107 Y SU PAPEL EN EL METABOLISMO

6.1 LA FAMILIA DE LAS POCKET PROTEIN Y EL CICLO CELULAR
Esta ampliamente descrito que el proceso de division celular esta controlado por los reguladores
del ciclo celular, representados por ciclinas y quinasas. El proceso del ciclo celular consta de 4
fases, G, S, G2 y M0 Sin embargo, para que comience la divisién celular, la célula debe
ser estimulada inicialmente con, por ejemplo, factores de crecimiento. La union del factor de
crecimiento promovera la activacion de ciclinas que fosforilaran la proteina del retinoblastoma
(RB)IBO_

55



TADEU DE OLIVEIRA DIZ

Las proteinas del retinoblastoma o proteinas Pocket (PP) son una familia de supresores
de tumores, compuestas por RB/p105, p107 y RB2/p130. El gen del retinoblastoma (Rb)
codifica la proteina del retinoblastoma (pRB, RB 0 RB1). Estas proteinas se caracterizan por
tener una regién (Dominio Pocket) que se une a factores de transcripcién (FT), como la familia
E2F!8L, Son de gran relevancia, por controlar la progresién del ciclo celular desde la fase G1 a
la S'81-183 Ademas, la pérdida de la funcién pRB esta relacionada con el desarrollo desordenado
de las células, caracteristica de la progresion de las células cancerosas!®?!83, En consecuencia,
la fosforilacion de pRB libera los factores de transcripcion que activaran la transcripcion
celular, progresando a la fase S8, En la fase S y con la accién de las ciclinas se sintetizara el
ADN. Tras su sintesis, la célula entrara en la fase G2, donde contintia creciendo y preparandose
para la fase de mitosis, fase M85186,

La familia E2F esta compuesta de multiples proteinas estructuralmente relacionadas,
que son importantes reguladores de la proliferacion celular. Esta familia consta de ocho
miembros: E2F1-6, DP1 y DP2. Se destacan E2F1, E2F2 y E2F3a, que son fuertes activadores
transcripcionales unidos e inhibidos por pRB. Los factores de transcripcion E2F4 y E2F5 son
esenciales para la detencion de G1 mediada por proteinas Pocket en células en ciclo, lo que
indica su funcion en el control del ciclo celular. Es importante destacar, que los heterodimeros
E2F-DP pueden actuar como activadores o represores transcripcionales cuando forman
complejos con proteinas Pocket.

6.2 FUNCIONES DE P107

6.2.1 p107 y su papel en el ciclo celular

pl07 es una proteina nuclear que forma parte de las proteinas de la familia RB, también
conocidas como proteinas Pocket. Como miembro de esta familia, juntamente con pRB y p130,
p107 comparte similitudes estructurales pero tiene funciones y regulaciones distintas'®’88,
Estructuralmente, p107 y p130 son las dos proteinas que mas comparten caracteristicas
comunes. p107 contiene un dominio pocket bipartito similar a RB, sin embargo, con una mayor
homologia de secuencia con p130. Ambas proteinas constan de regiones A y B del dominio
pocket separadas por una regién espaciadora. Tanto p107 como p130 tienen inserciones en la
porcion C-terminal del dominio pocket B que estan ausentes en RB, juntamente con un dominio
de unidn a ciclinas distinto en la region espaciadora entre los dominios pocket A y B. Ademas,
pl07 y p130 presentan un dominio inhibidor de CDK en el extremo N-terminal que no esta
presente en RB%,

La expresion de p107 se regula por la modulacién de sus niveles dentro de la célula.
Diferente de los niveles constantes de pRB, los niveles de p107 varian de acuerdo con la etapa
del ciclo celular. A medida que las células avanzan en el ciclo celular, los niveles de las
moléculas de p107 aumentan indicando un mecanismo regulador vinculado a las transiciones
del ciclo celular. Esta regulacion coordinada de la expresion de p107 durante las transiciones
del ciclo celular, permite un control preciso sobre los procesos de crecimiento celular y de la
progresion del ciclo celular. Se observan transcripciones elevadas de ARNm de pl07
concomitantemente con el aumento en los niveles de proteina pl107, lo que sugiere una
regulacion transcripcional de la expresion de p107. Por otro lado, el control negativo de la
expresion de pl07 se ejerce a través de los sitios E2F en su promotor, lo que implica la
participacion de otras proteinas como pRB 0 p130 en la regulacion de los niveles de p1071,

pl07 actta en el ciclo celular formando complejos estables con los complejos de ciclina
A-CDK2 y ciclina E-CDK2, inhibiendo su actividad quinasa!®. Ademas de la unién a las
ciclinas, a través de su region N-terminal, p107 se une a otros factores de transcripcion. p107
56



INTRODUCCION

se puede unir a Spl reprimiendo la activacion transcripcional, como a Smad3 en respuesta a la
senalizacion de TGFB. Ademas, esta union se hace necesaria para la entrada de estos complejos
al nicleo celular'®,

Es importante destacar que el papel de p107 en cada fase del ciclo celular es distinta. En
la fase GO, p107 interactua preferentemente con E2F4 y E2F5 con la finalidad de reprimir la
transcripcion en los promotores regulados por el ciclo celular® Durante la fase G1 temprana,
p107 continda reprimiendo la transcripcion uniéndose a E2F4 y E2F5, manteniendo su efecto
inhibidor sobre los genes que responden a E2F. Es importante mencionar que p107 se expresa
mas intensamente durante la transicion de la fase G1 a S en células que se dividen activamente,
lo que influye en la progresion del ciclo celular®819°, En la fase S, acta potencialmente como
un deposito de un potente represor transcripcional en respuesta al estrés genotdxico y
estabilizando p27 para inhibir los complejos Ciclina-CDK. En la fase G2, preparacion para la
mitosis, el papel de p107 sigue siendo menos claro, solamente con evidencia que sugiere su
participacion fuera de G1. Son las proteinas RB y p130 que estan implicadas en el control de
esta fase!®’. De forma general, p107 desempefia un papel en la regulacion del ciclo celular al
sustituir potencialmente a pRB en el control de los genes que responden a E2F y contribuir en
la detencién de GO/G1 a traves de su actividad inhibidora de la quinasa dependiente de ciclina
(CKI)¥1,

6.2.2 p107 y el desarrollo celular

p107 ha demostrado su papel en el ciclo celular. Sin embargo, estudios indican que p107
participa en la regulacion del desarrollo de numerosos tipos celulares. Aunque inicialmente se
creia que se superponia con la funcién de RB, estudios recientes han demostrado funciones
Unicas de p107 en el cerebro, misculos, condrocitos y adipocitos®2. En el contexto del sistema
nervioso central, p107 modula de forma Unica las células precursoras neurales, controlando su
capacidad de autorrenovacion!®1%, Los niveles de la proteina pocket p107 son inicialmente
altos en células madre indiferenciadas de rapido crecimiento, sin embargo disminuyen durante
la diferenciacion neural. La expresion disminuida de p107 se asocia con la transicion de las
células de un estado proliferativo a un estado diferenciado, lo que indica un papel en la
regulacion de la progresion del ciclo celular'®. De este modo se nota que p107 influye de
manera crucial en la expresion de genes implicados en la regulacién de la poblacion de
precursores neuronales, impactando los procesos de diferenciacién. Ademas, se ha visto que
ratones p107 knockouts adultos (p107-/-) tienen un niumero elevado de células progenitoras en
proliferacion, lo que indica su papel en la proliferacion®®®, Se sugiere también, que p107 afecta
la proliferacion y diferenciacion celular, a través del factor de crecimiento de fibroblastos 2
(FGF2). p107 se encarga de regular la capacidad de respuesta de FGF2 en células precursoras
neurales a través de un mecanismo mediado por E2F*%2, Por otra parte, una disfuncién de p107
puede provocar una diferenciacion neuronal alterada y un aumento de la apoptosis en los
embriones, lo que enfatiza su importancia en una neurogénesis adecuada®®*-1%%, Se ha observado
también, que la activacién de determinadas enzimas, como CDK4/6 puede conducir a la
modificacion de p107 en las neuronas. Ademas, la fosforilacion y degradacion de p107 puede
desencadenar la apoptosis en las células neuronales'®®,

p107 también ha sido implicada en la diferenciacion de los mioblastos. Como en el
tejido neuronal, durante la proliferacion de los mioblastos, pl07 esta presente en niveles
elevados, pero sus niveles y su expresion disminuyen a medida que avanza la diferenciacion,
llegando a niveles indetectables!®”1%, Durante la diferenciacion de los progenitores
miogénicos, p107 interactta con el ADN mitocondrial, de esa forma limitando la formacion de
complejos de cadenas de transporte de electrones y reduciendo la produccién de ATP. En otras
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palabras, p107 actia como una molécula de punto de control metabodlico que influye en el estado
energético de la célula. La sirtuina 1 (Sirtl), un importante sensor de energia celular, mantiene
un papel en el control de la localizacion de p107 dentro del citoplasma, lo que afecta la
expresion de genes mitocondriales y en la produccion de ATP. Esta interaccion es de extrema
importancia, por influir en los procesos metabolicos celulares, afectando potencialmente la
proliferacion y diferenciacion celular. Cualquier alteracion en la actividad de Sirtl, o en
modelos con la inhibicidn de esta proteina, la interaccion con p107 se ve afectada, lo que influye
en la localizacién mitocondrial de p1071%,

Otros estudios ponen de manifiesto también a p107 como un importante regulador de la
proliferacion de condrocitos. La activacion de p107 es esencial para el inicio de la salida del
ciclo celular en los condrocitos en maduracién, indicando su papel fundamental en la regulacion
de la proliferacion celular del tejido cartilaginoso?®. En respuesta a la estimulacién del factor
de crecimiento de fibroblastos 1 (FGF1), p107 se desfosforila rdpidamente independientemente
de las actividades de CDK. La activacion de p107 por la sefializacion de FGF conduce a la
formacion de complejos represivos con E2F4, inhibiendo la expresion de genes necesarios para
la progresion del ciclo celular, ayudando asi a la detencién y diferenciacion del ciclo
celular?00.201,

Por ultimo, pero no menos importante, la formacién de los adipocitos es regulada por
las proteinas pocket. p107, juntamente con p130 y la proteina del retinoblastoma (RB), influyen
en la regulacion del ciclo celular en los adipocitos blancos y marrones?®?, Durante la
adipogénesis, pl07 participa en la coordinacion del equilibrio entre la proliferacion y
diferenciacion celular. Eso se debe por la interaccion entre p107, p130 y RB a otros factores
reguladores como HDAC, Sirtl, NCoR y SMRT, que van a influir en el control transcripcional
de la formacion y funcion de los adipocitos. Durante la adipogénesis, E2F1-3 y E2F4 tienen
efectos antagonicos sobre PPARY1, lo que genera efectos opuestos en la diferenciacion de los
adipocitos. Estudios en ratones muestran que los animales con deficiencia de E2F1 tienen una
capacidad reducida para acumular tejido adiposo, mientras tanto la deficiencia de E2F4
contribuye significativamente para el desarrollo del tejido adiposo. p107 y p130 trabajan en
conjunto con las histonas desacetilasas para reprimir genes que inhiben la formacion de
adipocitos, permitiendo la expresion de PPARYy y el inicio del programa adipogénico?02:202,

Enun experimento desarrollado con células madre humanas derivadas del tejido adiposo
(hASC) de origen mesenquimatoso, muestran que diferente de p130, que muestra variados
patrones de expresion, pl07 expone un aumento transitorio constante durante la
adipogénesis®®. Se ha visto también, que p107 organiza un punto de control metabélico que
establece el destino del linaje de adipocitos para los progenitores no comprometidos. En otras
palabras, determinar el destino de las células madre en adipocitos blancos o marrones. Estudios
con ratones p107 KO indican que la actividad de p107 es crucial para determinar el destino del
linaje adiposo. Los ratones p107 KO caracteristicamente, presentan un aumento de adipocitos
protermogénicos (adipocitos marrones) y resistencia al aumento de peso?%2%, Esta
diferenciacion en adipocitos marrones, se genera por la intervencion del gen PRDM16 (dominio
Pr 16) en la reduccién de los niveles de p107, dirigiendo las células madre hacia los adipocitos
de tipo marrén. Ademas, en la ausencia de pl07 los preadipocitos que normalmente se
convertirian en adipocitos blancos se convierten en adipocitos marrones, como se ve por la
expresion aumentada de PGC-la y UCP-1, una expresion caracteristica del tejido adiposo
marrén®’. Ya en los adipocitos blancos, la supresién de p107 permite que se produzca un
programa de diferenciacion protermogeénica, protegiendo contra la obesidad?%.

6.2.3 p107 y el metabolismo celular
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Recientemente se ha discutido sobre el papel de las proteinas pocket en el metabolismo
celular como un factor clave en el desarrollo de trastornos metabolicos como la obesidad y la
diabetes tipo Il. Este grupo de proteinas participa en la coordinacién del crecimiento y del
metabolismo celular, conectando el ciclo celular con las respuestas metabdlicas
adaptativas?®®2, Ademas, se ha visto que las mismas contribuyen en procesos como, la
produccién de glucosa, la secrecion de insulina, el metabolismo glucolitico y la sintesis de
lipidos. Por eso, se entiende que el desequilibrio de las proteinas pocket puede provocar el
desarrollo de las enfermedades metabdlicas?®. EI mecanismo por lo cual las proteinas pocket
actian en el metabolismo no estan completamente aclarado, sin embargo se sabe que son
capaces de interactuar con diversas proteinas y factores de transcripcion, resultando en la
regulacién de los procesos relacionados con el metabolismo. Vale destacar las quinasas
dependientes de ciclina (CDK) y los factores de transcripcion E2F, que cuando tienen sus
actividades moduladas por estas proteinas, influyen en la expresion de genes implicados en las
vias metabdlicas?08211.212,

Como fue presentado anteriormente en este trabajo, el higado y el tejido adiposo blanco
desempefian en conjunto un papel importante en la homeostasis energética a través del control
del metabolismo de la glucosa y de los lipidos'®. Sin embargo, actualmente hay mas datos
sobre la funcién de p107 en el tejido adiposo y algunas de sus acciones en el metabolismo
energético, sin embargo, las funciones en el tejido adiposo aun no estan dilucidadas. Estudios
con ratones p107 KO, demuestran claramente como la ausencia de p107 afecta el tejido adiposo
y como sus consecuencias se reflejan en el metabolismo energético. En la ausencia de p107,
hay una reduccion del tejido adiposo blanco TAB y un amarronamiento de esta grasa para grasa
de tipo marrén. Esta conversion del tejido adiposo blanco lleva a un aumento de la tasa
metabolica, ya que los adipocitos marrones son responsables por la termogénesis. Ademas, la
disminucién del TAB en los animales con ausencia de p107 se asocia con cambios en la masa
corporal y en la distribucion del tejido adiposo, lo que afecta todavia mas el metabolismo
energético?®’,

Con respeto al aumento de la termogeénesis resultante de la inhibicién de pl07, se
observa una expresion aumentada de genes termogénicos como UCP1, PGC-1o. y PRDM16 y
un aumento de la capacidad oxidativa durante la diferenciacién de los adipocitos, afectando el
consumo de energia?%>213, Ademas de los cambios provocados en el metabolismo lipidico, la
inhibicidn de p107 altera significativamente la homeostasis de la glucosa. Trabajos con stem
cells demostraron que la ausencia de p107 conduce a un redireccionamiento del metabolismo
de la glucosa hacia la produccion de lactato, reduciendo la particion de NADH en las
mitocondrias. Este cambio es causado por una mayor expresion de los genes de lactato
deshidrogenasa a (Ldha) y piruvato deshidrogenasa quinasa 2 (PDK2), lo que afecta el
equilibrio de la glucolisis y la oxidacion mitocondrial. Ademas, hay una disminucién en el
transporte malato-aspartato, afectando la transferencia de NADH a las mitocondrias para su
oxidacion, favoreciendo asi la glucélisis sobre el metabolismo oxidativo°.

En un estudio reciente con ratones p107 KO sometidos a una dieta alta en grasa 60%2'2,
se demuestra los beneficios de la inhibicion de p107 en la resistencia al desarrollo de la obesidad
y de la esteatosis hepatica. Los ratones pl07 KO exhiben un fenotipo méas delgado en
comparacion con los ratones WT, especialmente cuando son alimentados con una dieta alta en
grasa. Otros efectos positivos observados en estos animales son, un mayor gasto energético,
mejora de la sensibilidad a la insulina, lo que consecuentemente contribuye a un mejor
metabolismo de la glucosa. Interesantemente, se vio que estos animales cuando son sometidos
a una temperatura de 4°C, son capaces mantener la temperatura corporal de manera mas
eficiente que los ratones de tipo salvaje, lo que indica una capacidad termogénica mejorada.
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Otro dato destacable, es la disminucion del acimulo de lipidos en el higado, demostrando una
resistencia al desarrollo del higado graso, cominmente asociado al consumo de dietas alta en
grasas?. Sin embargo, no esta totalmente claro el mecanismo de accién de p107 en el higado
y como podria influir en el desarrollo del sindrome metabélico (Imagen 8).
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Imagen 8. Diagrama que resume la estructura y dominios de p107, ademas del conocimiento
actual de las funciones en el organismo (elaboracion propia, mediante Biorender).

Hasta el presente momento, lo que se sabe mas sobre los efectos directos de p107 en el
higado es su papel directo en la proliferacion celular. p107 presenta un papel crucial en los
hepatocitos al compensar la pérdida de pRB, promoviendo la detencién de la proliferacion en
estas células hepéaticas. También, p107 puede funcionar juntamente con p130 para reprimir los
genes diana E2F1, inhibir la proliferacion y prevenir la hiperplasia hepéatica. Un papel
importante, ya que hepatocitos desproveidos de p107 pueden desarrollar tumores hepaticos con
una expresion genética similar al carcinoma hepatocelular humano (HCC)?42%5,
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

Se ha demostrado que p107 esta implicado en la regulacion del metabolismo energético global y que su
inhibicidn previene el desarrollo de la obesidad y del MASLD. Por lo tanto, nosotros hipotetizamos que
pl07 podria ejercer este efecto positivo tanto por acciones directas de su ausencia en el higado como por la
intercomunicacion entre el higado y el tejido adiposo.
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OBJETIVOS

Para el desarrollo de la presente tesis, el objetivo general propuesto fue:
% Investigar el papel de p107 en la homeostasis energética y la intercomunicacion del
higado con el tejido adiposo en ratones con esteatosis inducida por dieta.

Los objetivos concretos de esta tesis doctoral estan divididos en:

I.  Estudiar las acciones de p107 sobre el metabolismo lipidico y de la glucosa en
el higado y en el tejido adiposo en un modelo de raton pl07 KO global
alimentado con dieta CD-HFD.

Il.  Estudiar las acciones de p107 sobre el metabolismo lipidico y de la glucosa en
el higado y en el tejido adiposo en un modelo de ratén deficiente en p107
especificamente en higado y con esteatosis inducida por dieta alta en grasa
(HFD).

1. Estudiar las acciones de pl07 en un modelo de ratdn deficiente en pl07
especificamente en higado y con esteatosis inducida por dieta alta en grasa y
deficiente en colina (CD-HFD).
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MATERIAL Y METODOS

1 EXPERIMENTACION IN VIVO

Para la realizacion de los experimentos, se utilizaron modelos animales bajo la supervisién del
Comité ético de la Universidad de Santiago de Compostela (procedimiento de la Dra. Sulay
Tovar Carro; 15010/17/002) que reviso y aprobé el trabajo siguiendo el marco legislativo
vigente:

» Directiva 2010/63/UE del Parlamento y Consejo Europeo, de 22 de septiembre de
2010, relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

» Real decreto 53/2013, de 1 de febrero de 2013, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y
otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

» Ley estatal 32/2007, de 7 de noviembre de 2007, para el cuidado de los animales, en su
explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio.

» Decreto 296/2008, de 30 de diciembre de 2008, de proteccion de los animales utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos, incluida la docencia, y por el que se crea
el Registro de los centros de cria, de suministradores y usuarios y la Comision Gallega
de Bienestar de los Animales de Experimentacion.

El n° del certificado de capacitacion (segun el orden ECC/566/2015 de 20 de marzo) del
autor de la tesis es B482 en la categoria “B” y C515 en la categoria “C”, expedido por la
Conselleria do Medio rural, Axencia Galega da Calidade Alimentaria (AGACAL) — Xunta de
Galicia. El centro usuario autorizado que se llevd a cabo la experimentacion con animales fue
el CEBEGA (Centro de Biomedicina Experimental, numero de registro REGA
ES150780292901), de la Universidad de Santiago de Compostela.

Considerando las implicaciones éticas aplicadas al uso de animales en la
experimentacion, los disefios experimentales de esta tesis fueron realizados teniendo en cuenta
el principio de las tres R (reemplazo, reduccion y refinamiento). Basado en estos principios, a
lo largo de la realizacion de esta tesis doctoral, el autor se aseguré de que los procedimientos
realizados fuesen aquellos que: implicasen el uso minimo de animales sin llegar a comprometer
la finalidad del estudio, evitase la duplicacion innecesaria de experimentos, afectase lo minimo
a la capacidad de sentir dolor, por tanto, tuvieran mayores probabilidades de producir resultados
satisfactorios. Teniendo en cuenta la posibilidad de resistencias a tratamientos y la variabilidad
intraespecifica, se ha valorado, en algunos casos, el uso de métodos alternativos, como por
ejemplo el cultivo celular. Ademas, durante el periodo de experimentacion, se puso un especial
cuidado en el bienestar de los animales involucrados en este trabajo para reducir el estrés
causado por dolor, sufrimiento o dafio duradero.

1.1 ANIMALES, ESTABULACION Y DIETAS
Para el desarrollo de nuestros experimentos, se han utilizado ratones comunes y ratones
genéticamente modificados. Los siguientes modelos animales adoptados fueron:
Ratén (Mus musculus)
I.  Raton macho adulto de entre 5 y 6 semanas de edad y un peso aproximado de 259 de la
cepa C57BL/6 procedentes del CEBEGA-USC.
Il.  Ratén macho KO para el gen Rbl1 (proporcionados por el Doctor Anxo Vidal, del
CIMUS-Universidade de Santiago de Compostela) y sus controles de tipo salvaje (wild
type, WT) hermanos de camada. Al inicio de los experimentos los animales tenian 4
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semanas de edad. Para la realizacion de los experimentos se eligieron ratones macho
homocigotos para la mutacién del gen p107 (p107 KO) y ratones macho homocigotos
sin mutacion (p107 WT) procedentes de cruces heterocigotos.

Todos los animales descritos anteriormente fueron mantenidos en condiciones SPF
(specific-pathogen-free). Tras su destete a las 4 semanas de edad o en el momento de su llegada
cuando provenientes de otros animalarios, estos animales eran estabulados en racks ventilados
en salas con temperatura constante (22°C), humedad controlada y en un ciclo de 12 horas de
luz/oscuridad. La estabulacion de los ratones fue colectiva (4-5 animales por cubetas) para
preservar el comportamiento social de los animales. Durante este periodo, los ratones tuvieron
acceso libre al agua, comida y materiales de nidificacion (enriquecimiento ambiental). Sin
embargo, excepcionalmente antes o durante procedimientos experimentales especificos, era
requerida una restriccion a estos elementos, evitando interferencias en los resultados.
Periddicamente, se valoraba el correcto aspecto fisico y el manejo por parte del personal de
laboratorio era hecho con el objetivo de acostumbrarlos para reducir el estrés generado durante
los experimentos. Para animales provenientes de diferentes animalarios o para el cambio de
salas dentro de la instalacion, se adopt6 un periodo de aclimatacion minimo de 7 dias previos a
cualquier procedimiento. Ademas, la asignacion de los animales en los grupos experimentales
se realizaba de forma aleatoria, minimizando el sesgo en la recopilacion e interpretacién de los
datos.

Para la induccion de la obesidad y/o esteatosis hepética en los ratones, se utilizaron
diferentes dietas. Una de las dietas era caracterizada por la alta cantidad de grasa, 60% de su
contenido - VHFD (very high fat diet, D12492, Research Diets); la segunda dieta utilizada no
presentaba colina en su composicion y tenia 45% de grasa en su constitucion - CD-HFD
(D05010402, Research Diets). A los grupos controles de los ratones tratados con las respectivas
dietas y para el mantenimiento general de la colonia de animales y sus crias, los ratones se
alimentaron con un pienso solido comercial que constituia la dieta estandar (STD,Standard
Diet) (Teklad Global 18 % Protein Rodent Diet, Envigo). La composicién caldrica de los
macronutrientes para cada dieta aparece representada en la Tabla 1.

STD vHFD CD-HFD
Composicion (Teklad Global 18% (D12492) (D05010402)
Protein Rodent Diet )

Proteinas (Yokcal) 19 20 20
Gldcidos (%okcal) 44 20 35
Lipidos (Yokcal) 6 60 45

Total (kcal/g) 3,1 521 4,74
Metionina (Y%oMasa) S S S

Colina (Y%0Masa) S S D (0)

Tabla 1. Composicién de las dietas STD, vHFD y CD-HFD en %okcal.

1.2 MONITORIZACION DEL PESO CORPORAL, INGESTA Y COMPOSICION CORPORAL

Tras el destete o llegada de los animales a la sala de estabulacidn, se llevaba a cabo una
monitorizacion del peso corporal tanto de animales con acceso a la dieta control o con acceso
a la dieta alta en grasa. La medicion del peso podria ser ejecutada por periodos de duracion
distintos, a largo plazoy a corto plazo. El patron utilizado para la medicion a largo plazo (meses)
era de una vez por semana desde el destete del animal hasta su eutanasia. La medicién del peso
de corto plazo (diario) era aplicada en momentos o experimentos especificos, sin prolongar por
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mas de una semana. La medicion del peso era hecha siempre a la misma hora del dia,
preferiblemente, al inicio de la fase luminica 8-10 am, mediante una balanza de precision
(DUNE DCT 201).

El consumo de alimentos fue monitorizado diariamente en ensayos de corta duracion.
Normalmente, la medicion de la ingesta de alimentos se hacia en animales estabulados
individualmente, para lograr una mayor precision del consumo de cada animal. En limitados
casos, la ingesta de alimento se promedié en funcion del nimero de individuos por caja. Como
en la medicion del peso, los piensos eran pesados en una balanza de precision.

Para el andlisis de la composicion corporal de los ratones, se utilizé una técnica de
resonancia magnética de imagen (Whole Body Composition Analyzer EchoMRI 500,
EchoMRI). La resonancia era efectuada en dos momentos durante los ensayos, al inicio de la
introduccién de la dieta y con anterioridad a la eutanasia de los animales. De esta manera,
podemos analizar los cambios que provoca el tratamiento con las dietas en el almacenamiento
de los depositos grasos. Los parametros analizados por la resonancia eran: masa grasa (g), masa
magra (g), fluidos libres (g) y masa corporal total (g).

1.3 DETERMINACION DE LA COMPOSICION CORPORAL

El analisis de la composicion corporal se realiz6 utilizando un sistema de resonancia magnética
nuclear (NMR, nuclear magnetic resonance) (Whole Body Composition Analyzer; EchoMRI;
Houston, TX, EEUU). Este sistema mide la masa grasa, la masa magra y el volumen de fluidos con
tiempos de escaneado cortos para asegurar el bienestar animal. Para realizar cada medicion, los
animales se introdujeron en un adaptador adecuado al tamafio del ratdn, sin necesidad de anestesia
previa. Se tomaron dos mediciones por animal, empleandose el promedio de ambas mediciones para
el calculo del porcentaje de masa grasa, masa magra y volumen de fluidos por peso total del animal.

1.4 INYECCION EN LA VENA DE LA COLA

La inyeccién en la vena lateral de la cola (tail vein injection, TVI) es el método mas
comunmente usado para la administracion de vectores virales en el higado de ratones. Se utiliza
un cepo para inmovilizar de forma correcta al raton (BIOSEB, modelo: TV-150-STD). Para
una facil y correcta administracion de las sustancias, se dilata la vena del raton con una
exposicion corta (3 minutos aproximadamente) a una ldmpara de infrarrojo. Para el
procedimiento, se emplea agujas de 27G x 3/8” (0.40mm x 10mm) (BD Plastipak syringe) un
volumen de 100uL. Los vectores virales Se inyectan en las venas laterales que se localizan en
ambos lados de la linea central de la cola de los animales. Como las venas son bastante finas y
muy superficiales, se debe hacer la inyeccion de forma paralela a la superficie. En caso de una
resistencia al presionar el émbolo de la aguja al inyectar el liquido, se debe remover la aguja y
realizar la administracion en la vena opuesta. Eso evita un estrés del animal y la pérdida de la
sustancia inyectada. Tras inocular la sustancia, se retira la aguja despacio y se presiona la zona
para evitar una hemorragia. Mediante este método se han inyectado los siguientes virus:

Virus Casa Comercial y Dosis (TU/mL) Vehiculo
namero de
referencia
ARNsh control Diana Guallar 10° Suero salino
(directed against (vector #pF1200)

Luciferase RNA)
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pLKO.pig- Diana Guallar 10° Suero salino
GFP:Puro>ARNsh#1  (vector #pF1198)

de Rbl1

pLKO.pig- Diana Guallar 10° Suero salino
GFP:Puro>ARNsh#2  (vector #pF1199)

de RbI1

Tabla 2. Lista de virus inyectados por la vena de la cola del ratén.

1.5 INYECCION INTRAPERITONEAL (IP) Y SUSTANCIAS INYECTADAS

Esta administracion se realiza en la parte ventro-caudal del animal por debajo del peritoneo. Se
inclina levemente la jeringa (1 ml BD slip-tip siringe, bulk, non-sterile, BD Medical Surgicals
Systems) para evitar que la aguja (BD Microlance, 25G 5/8” 0,5x16mm, BD Medical Surgicals
Systems) dafie los 6rganos internos del animal. Se inmoviliza el animal, cogiendo la piel de la
espalda intentando oprimirle las extremidades anteriores. Al mismo tiempo se debe sujetar la
cola del raton para evitar una rotacion del animal. Se inclina el animal ligeramente hacia abajo
para minimizar el riesgo de pinchar las visceras con la aguja. Esta via fue utilizada para la
administracion de glucosa, insulina y piruvato.

1.6 TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (GTT), A LA INSULINA (ITT) Y AL PIRUVATO (PTT)
Los test de tolerancia a glucosa (glucose tolerance test, GTT), insulina (insulin tolerance test,

ITT) y al piruvato (pyruvate tolerance test, PTT) se utilizan para averiguar la capacidad del
metabolismo de los ratones para tolerar la glucosa, el grado de resistencia a insulina y la
capacidad de conversion del piruvato a glucosa.

GTT: Para ejecutar la GTT, 12 horas con anterioridad al test se retira la comida de los
animales. Antes de empezar el test, pesamos los animales y tomamos la medida de los valores
de glucosa basales, a través de una gota de sangre de la cola y medida con una tira reactiva
conectada a un glucémetro. En seguida, inyectamos glucosa via IP en funcion de su peso (2
g/kg de D-glucosa). La glucosa sanguinea se toma a través de la cola a los 15, 30, 60 y 120
minutos después de la inyeccidn.

ITT: Para la ITT, los animales se encuentran en condiciones ad libitum antes de
comenzar el experimento, momento que se les retira la comida. Como en la GTT, antes de
empezar el test, pesamos los animales y tomamos la medida de los valores de glucosa basales.
En seguida, inyectamos insulina (0,75 U/kg) via IP en funcion de su peso. La glucosa sanguinea
se toma a través de la cola a los 15, 30, 60 minutos después de la inyeccion.

PTT: Para la PTT, los animales son sometidos a un ayuno de 12 horas previamente al
test. Como las demas pruebas, se pesan los animales y se toma la medida de los valores de
glucosa basales. A continuacion, inyectamos piruvato (10 pL/g) via IP en funcion del peso del
animal. La glucosa sanguinea se toma a través de la cola a los 15, 30, 60 y 120 minutos después
de la inyeccion.

1.7 EUTANASIA, RECOGIDA DE TEJIDOS Y MUESTRAS

Al final de los experimentos, los animales fueron sacrificados mediante inhalacién de CO2. La
muerte del animal era confirmada por una dislocacion cervical. Por su caracter de
procedimiento terminal, la puncidn intracardiaca era utilizada para recoger la sangre del animal.
La sangre fue recolectada en tubos especificos (Sarstedt) para obtencion de suero y plasma. Se
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centrifugaba la sangre a baja temperatura y luego se recolectaba el sobrenadante en ambos
casos. Las muestras eran almacenadas a - 80 °C. Ademas, se recogia muestras de tejido hepatico
y adiposo (blanco, subcutaneo y marrdn). Se registro la masa de estos tejidos con una balanza
de precision. Los tejidos eran cortados y pequefias partes de cada tejido era introducida a una
cestilla que seguidamente seria guardada en paraformaldehido 10% para una futura tincion
histoldgico. El tejido sobrante era almacenado en -80 °C para experimentos de anélisis
molecular.

2 DISENOS EXPERIMENTALES EN RATONES

2.1 ESTUDIO FENOTIPICO DE LOS RATONES P107 KNOCKOUTS

Periodo con dieta CDHFD zm

Genotipado/ Seguimiento del peso
Destete semanal 21 semanas
de edad
O —— e — — —_— —— —p ]
Extraccion
4 10 11 12 13 14 15 16 17 18 de tejidos

10 - Medicion de Glucosa 11 - GTT 12-ITT 13-PTT 14 - Medicién del consumo 15-Toma de sangre en ayuno 16
- Descanso 17 - Resonancia 18- GTTII 19-ITTII 20-PTT II 21— Resonancia/Eutanasia

Para este experimento, se utilizaron ratones macho p107KO. Los animales KO, juntamente con
sus controles WT (hermanos de camada) empezaban el experimento con aproximadamente 4
semanas de edad. Los animales fueron sometidos a las dietas tras el destete, hasta su sacrificio
a las 21 semanas de edad. Desde el destete de estos animales se hizo un seguimiento de 17
semanas del peso corporal. Con diez semanas de edad se empezaron experimentos
semanalmente hasta las 21 semanas de edad. Todos los procedimientos ejecutados
semanalmente estan mencionados en el disefio experimental arriba. Al final del experimento,
los animales fueron eutanasiados y los tejidos de interés recogidos para un futuro analisis
molecular.

2.2 ESTUDIO DE LA INHIBICION ESPECIFICA DE HIGADO DE P107 DURANTE 20 SEMANAS
EN RATONES C57BL6 EXPUESTOS A DIETA CDHFD
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Periodo con dieta STD Periodo con dicta CDHFD
Inyeccion
Lentivirus 6 Semanas de STD | 14 Semanas de CDHFD | 27 semanas
Llegada a la ) de edad
samde | Qi) *>——0—0—0—0—> o
estabulacion Extraccién
6 7 13 20 22 24 26 27 de tejidos
K“'"A Seguimiento del peso semanal
20 - Medicion de Glucosa/ITT 21- GTT 22-PTT 23 - Descanso 24 - Toma de sangre en ayuno 25 - Descanso 26 - ITT II
27 -ITT III/Resonancia/Eutanasia

En este experimento, se utilizaron ratones machos adultos de 6 semanas de edad y un peso
aproximado de 259 de la cepa C57BL6. Estos animales procedentes del CEBEGA, entraron en
la sala de estabulacion con 6 semanas de edad y tras una semana de adaptacion, se realizo la
inyeccidn de los lentivirus (shLuciferasa - grupo control y shpl07 - grupo experimental). Se
inyecta el lentivirus a través de la vena de la cola para disminuir la expresion de pl07,
mayoritariamente en el higado. En seguida, los ratones fueron devueltos a la misma caja con
acceso a una dieta estandar (STD). Durante 6 semanas los animales consumieron una dieta
estandar. A las 13 semanas de edad estos animales pasaron a tener acceso a una dieta alta en
grasa sin colina (CDHFD). El seguimiento semanal del peso corporal, se hizo desde la sexta
semana de edad hasta la eutanasia de los ratones (27 semanas de edad). A partir de las 20
semanas de edad, se empezaron los experimentos semanales con los animales. Al final del
experimento, los animales fueron eutanasiados y los tejidos de interés recogidos para un futuro
analisis molecular.

2.3 ESTUDIO DE LA INHIBICION ESPECIFICA DE HIGADO DE P107 DURANTE 11 SEMANAS
EN RATONES C57BL6 EXPUESTOS A DIETA HFD

Periodo con diefa HFD

A

Inyeccion | Seguimiento del peso semanal ‘
Lentivirus 20 semanas
Llegada ala de edad
sala de H .* '
- Extraccion
estabulacion | < 7 18 19 20 de tejidos

o _
A

‘ 18 — Medicion de glncosa 19-ITT 20— GTT/Eutanasia

Para el siguiente experimento, se utilizaron ratones machos adultos de 6 semanas de edad y un
peso aproximado de 25g de la cepa C57BL6. Estos animales provenientes del CEBEGA,
entraron en la sala de estabulacion con 6 semanas de edad y tras una semana de adaptacion, se
realizd la inyeccion de los lentivirus (shLuciferasa - grupo control y shpl07 - grupo
experimental). Se inyecta el lentivirus a traves de la vena de la cola para disminuir la expresion
de p107, mayoritariamente en el higado. En seguida, los ratones fueron devueltos a la misma
caja con acceso a una dieta alta en grasa 60% (HFD). Durante 13 semanas los animales
consumieron una dieta HFD. EIl seguimiento semanal del peso corporal, se hizo desde la sexta
semana de edad hasta la eutanasia de los ratones (20 semanas de edad). A partir de las 18
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semanas de edad, se empezaron los experimentos semanales con los animales. Al final del
experimento, los animales fueron eutanasiados y los tejidos de interés recogidos para un futuro
analisis molecular.

3 GENOTIPADO DE RATONES

3.1 GENOTIPADO DE LOS RATONES TRANSGENICOS

3.1.1 Extraccion de ADN a partir de un fragmento de cola

Para el genotipado de los ratones se corté una pequefia muestra de la punta de la cola

(<5mm) antes del destete a las cuatro semanas de edad. Posteriormente, con las colas
colectadas, se procedia la extraccion del ADN. Inicialmente, afiadimos 500uL de tampén de
cola (Tabla 3) y 10uL de proteinasa K (20mg/mL) (Invitrogen). Las muestras eran puestas en
un termobloque a 55°C con agitacién, donde quedaban toda la noche para la digestion completa
de la cola y la exposicion del material genético.

Composicion del tampdn de cola

AVA

VI.

VII.

Tris 100mM pH 8
EDTA 0,5mM pH 8
SDS 0,2%
NaCl 200mM

Completar com agua destilada un volumen de 500mL
Tabla 3. Composicion del tamp6n de cola para extraccion de ADN.

Una vez digerida la cola, los pasos siguientes son:

Centrifugar las muestras a 13000 rpm por 15 minutos y transferir el sobrenadante a un
nuevo tubo.

Afadir 500uL de isopropanol 100% y mezclar mediante resuspension.

Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos. Al final, se descarta el sobrenadante con
cuidado para no perder el precipitado.

Afadir 500uL de etanol 70% e invertir algunas veces para lavar el material precipitado.
Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos.

Descartar el sobrenadante y dejar secar el precipitado a temperatura ambiente durante
30 minutos con los tubos abiertos.

Al final, anadir 50puL de agua Milli-Q y guardar a 4°C hasta la realizacion de la reaccion
en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR).

3.1.2 Amplificacion mediante PCR convencional
Al terminar la extraccion del ADN genomico, procederemos a su amplificacion

mediante PCR convencional utilizando los iniciadores (primer) especificos. Los iniciadores
fueron sintetizados por EUROFINSDNA (Thermofisher) con una purificacién tipo HPSF y una
concentracioén de 0,01 pmol.

Denominacién Secuencia 5> — 3’
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p107WT TGTGCTGAGCATGAACAGAC 60
p107KO ACGAGACTAGTGAGACGTGC 62
p107 Comuln TCGCTGGCAGTCTGAGTCAG 64

Tabla 4. Oligonucleétidos para el genotipado de los ratones p107 KO.

En la siguiente tabla se detalla las etapas y ciclos del proceso de amplificacion de la
secuencia especifica:

| Paso T(C) ____ Tiempo(minutos) _ Numerodeciclos _

Desnaturalizacién 94 3 1
inicial
Desnaturalizacion 94 1 34
Alineamiento 55 1 34
Extension 712 1 34
Elongacién final 72 4 1

Tabla 5. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones p107 KO.

Para proceder con la PCR, se prepar6 una mix de reactivos para la amplificacién de la
secuencia especifica:

Reactivo Casa comercial Concentracion Volumen (uL)
H20 Milli-Q - - 19,85
Tampon Taq Thermo Fisher - 2,5
polimerasa 10x Scientific (EP0712)
Thermo Fisher
dNTPs Scientific 100Mm 4mM 0,2
dNTP set (10297018)
Oligo p107 WT Thermo Fisher
Scientific 5uM 0,2
(Eurofinsdna)
Oligo p107 KO Thermo Fisher
Scientific 5uM 0,2
(Eurofinsdna)
Oligo p107 Comun Thermo Fisher
Scientific SuM 0,2
(Eurofinsdna)
DMSO Sigma-Aldrich - 0,5
(D9170)
Tag polimerasa Dream Tag Green
DNA Polymerase, - 0,2
Thermo Fisher
Scientific (EP0712)

Afadir 24 pL de mezcla de PCR y 2 pL. de ADN genémico
Tabla 6. Cantidades de los reactivos necesarios para la mezcla de PCR de los ratones p107 KO.

La PCR se ha realizado en el termociclador TL00TM Thermal Cycler de BIO-RAD.

3.1.3 Electroforesis de agarosa

Por medio de la electroforesis en gel de agarosa, se hizo la separacion de los fragmentos
de ADN correspondientes con cada uno de los alelos. Se prepard el gel de agarosa a una
concentracion del 2% en tampon de electroforesis TAE (TRIS 40mM pH 7,6; acido acético
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20mM y EDTA 1mM). Al cargar el marcador de peso molecular de 100 pares de bases
(Invitrogen) y las muestras, se aplico un voltaje de 100V durante 30 minutos, sumergido en el
tampdén de electroforesis. Al final, el ADN de las muestras se visualizd mediante la
incorporacion de Red Safe (iNtRON biotechnology) al gel, usando un transiluminador de luz
ultravioleta Gel Doc 1000 de BIO-RAD.

4 TECNICAS ANALITICAS

4.1 ANALISIS HISTOLOGICOS DE TEJIDOS

Para esta tesis doctoral se han realizado diferentes tinciones histoldgicas que nos han permitido
visualizar la morfologia celular y la acumulacion de lipidos. Para el andlisis histolégico, la
cantidad de tejido utilizado y el almacenaje inicial de las muestras, dependen del tipo de tincion
elegido para el analisis propuesto. Para muestras destinadas a la técnica de hematoxilina/eosina
se extrae el tejido y luego se las coloca en un cassete de histologia que se embebe en
paraformaldehido al 10 %. Tras un dia en paraformaldehido, se traspasa las muestras para un
recipiente con etanol 70%. Para llevar a cabo la técnica de tincion QOil red O, una vez retirado
el tejido hepatico del raton, una fraccion de la muestra del higado se congela a -20°C. En ambos
casos se realizaron cortes histologicos por el personal técnico (Ana Senra) del CIMUS,
encargado de preparar las histologias. Una vez obtenidas las tinciones, se examinaron y
fotografiaron los cortes con un microscopio (Zeiss) utilizando los objetivos de 10, 20 y 40
aumentos.

4.1.1 Hematoxilina y eosina

El objetivo de esta técnica es tefiir los componentes celulares destacando, de forma
general, la estructura del tejido. Esta técnica tifie diferencialmente de azul/morado y rosa/rojo
las partes acidas y basicas de las células. Como la hematoxilina es de naturaleza basica
(cationica), va a tefiir de azul/morado las estructuras &cidas (basofilas) como los ndcleos
celulares. Por otra parte, la eosina que es una estructura acida, consecuentemente tifie de color
rosa/rojo estructuras como el citoplasma, que son de naturaleza basica. De esta forma, se
permite analizar la estructura general del tejido. Esta técnica tiene bastantes beneficios, por
generar un contraste entre las estructuras celulares, preservar la morfologia celular y tener una
durabilidad en la coloracion. Sin embargo, es un método sensible a variaciones en el
procedimiento y ademas, puede no ser tan especifico a determinadas estructuras. En el caso del
tejido hepatico, dependiendo de sus caracteristicas se puede detectar: infiltracion de células
inflamatorias y fibrosis, ademas de esteatosis (microvesicular o macrovesicular).

Finalizado el proceso de fijacion con paraformaldehido 10%, las muestras fueron
deshidratadas tras 24 horas e incluidas en parafina. A través de un microtomo, se cortaron
secciones de 4 um y luego se las trataron con xilol para eliminar los excesos de parafina. A
continuacion, se realizo un proceso de rehidratacion, que consiste en exponer las secciones a
soluciones alcohdlicas de concentracidn decreciente (100°, 95°y 70°). Se lavaron las secciones
con agua destilada y las mismas fueron sumergidas en solucion de hematoxilina (Bio Optica)
durante 10 minutos. En seguida se lavaron las secciones nuevamente y fueron sometidas a un
alcohol acido. El siguiente paso fue sumergir las secciones por 30 segundos en eosina (Bio
Optica). Como parte final del proceso, las secciones fueron lavadas con agua destilada,
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deshidratadas, secadas a una temperatura de 37°C durante 30 minutos y montadas en medio de
montaje permanente.

4.1.2 OilRed O

Esta tincion permite evaluar el acimulo de lipidos en el higado, una caracteristica de la
esteatosis hepatica. Las muestras congeladas de tejido hepatico fueron cortadas en secciones de
10 pum de grosor, mediante el uso de un criostato. Posteriormente, las secciones eran fijadas en
formalina neutra tamponada al 10%, durante toda la noche. El proximo paso fue tefiirlas en
Solucién Oil Red (MERCK) durante 20 minutos. Tras el lavado en agua destilada, las secciones
fueron contratefiidas con Hematoxilina de Harris (Bio Optica) durante 10 minutos. Por tltimo,
se lava las secciones y se montan en un medio de montaje acuoso. Una vez hemos tomado las
fotos con el microscopio (Zeiss), se cuantifica el acimulo de lipidos mediante el programa
Image J (ImageJ-1.33, Wayne Rasband).

4.1.3 Sirius Red

La tincion histologica de secciones de tejido con Sirius Red, especifica de colageno,
permiten evaluar la fibrosis del tejido hepatico. Las muestras fueron fijadas en parafina,
cortadas, tratadas con xilol e hidratadas y tratadas con solucion PicroSirius durante 1 hora. A
continuacion, se lavaron las muestras con agua destilada, se deshidrataron con etanol y se
montaron en medio resinoso.

4.2 DETECCION DE METABOLITOS EN TEJIDO

4.2.1 Extraccion de grasa hepética

Para el procedimiento de extraccion de la grasa hepatica, previamente se pesaron 0,05¢g
de higado y se llevaron a un tubo de polipropileno de 2ml con una bola de acero. Una solucion
de cloroformo/metanol (2:1, vol/vol) fue preparada y 500uL fueron afiadidos al tubo de
polipropileno con las muestras. En seguida, se homogenizo el tejido por accién mecénica en el
Tissue Lyser Il (Quiagen) a una frecuencia de 22 I/s, durante 4 minutos. Tras homogenizacion
de las muestras, se mantuvieron en rotacion orbital (3-5h a 30rpm) a temperatura ambiente, para
facilitar la disolucién de la grasa en el disolvente organico. Finalizada la rotacion, se afiadieron
300uL de agua destilada y se centrifugaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, para la
separacion de fases. Con las fases definidas, descartamos la fase inorgéanica superior y se paso
a la fase orgénica inferior a un nuevo tubo de polipropileno de 1,5mL. Todos los tubos con las
muestras, fueron dejados en una campana de extraccion de gases para que el disolvente organico
se evaporara durante la noche. El precipitado final obtenido de la evaporacion, corresponde a
la grasa extraida del tejido. Luego se analiza la composicion de colesterol y triglicéridos (TGs)
con un método enzimatico colorimétrico. Sin embargo, si la muestra fuera almacenada a -20°C
se debe hacer la disolucion de la grasa en 800 pL de cloroformo.

4.2.2 Determinacion de colesterol y triglicéridos en muestras de grasa hepatica

Para la cuantificacion de colesterol y triglicéridos (TG) se utiliz6 un kit comercial
(Spinreact). Tras la evaporacion de una parte de la fase organica, se afiade el reactivo (relativo
al colesterol o a triglicéridos) al precipitado y se incuba en oscuridad por 5 minutos a 37°C.
Durante ese periodo, una reaccion enzimatica se produce, generando una coloracion roja/rosa.
Finalizados los 5 minutos, las muestras son distribuidas en una microplaca de 96 pocillos que
sera introducida al espectofotometro. EIl contenido de colesterol y de TGs de cada muestra se
midid por duplicado. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
colesterol y de TG presente en la muestra. Con un espectrofotometro utilizando una longitud
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de onda de 505nm se hace la lectura de las muestras y se calcula la concentracién del lipido
analizado considerando el peso del tejido.

4.2.3 Determinacion de colesterol y triglicéridos en muestras de plasma y suero

Para la cuantificacion de colesterol y triglicéridos circulantes, se utilizo el kit comercial
(Spinreact). Antes de la introduccion de las muestras en el espectofotometro, se realiza una
dilucién del suero y del plasma en agua destilada para disminuir la concentracion de lipidos en
la muestra. La dilucidn se hace necesaria para evitar que los valores resultantes salgan de la
recta patron. Hecha la dilucién, las muestras son distribuidas en la microplaca de 96 pocillos.
Se afiade el reactivo a la placa y se incuba en oscuridad por 5 minutos a 37°C. La lectura de las
muestras y de la recta patron se realiza con una longitud de onda de 505 nmy se calcula la
concentracion de los respectivos lipidos de acuerdo con la dilucion hecha.

4.3 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT
Los niveles de las proteinas analizadas en este estudio fueron determinadas cuantitativamente
por la técnica de Western blot. Esta técnica analitica, también conocida como
electrotransferencia o inmunoblot, se basa en una deteccion de proteinas especificas de un
extracto de tejidos a través de la union especifica del antigeno-anticuerpo.

4.3.1 Extraccidén de proteinas

A partir de las muestras de tejido conservadas a -80°C, se corto un fragmento del tejido
para ser procesado. Todo el proceso, se realiza en hielo para evitar que las proteinas se degraden.
La muestra de tejido (el tamafio de la muestra depende del tipo de tejido, debido a la diferente
concentracion proteica en cada tejido) se introduce en un tubo de polipropileno de 2mL y se le
afiade una bola de acero y un volumen determinado de buffer/tampdn de lisis (en una proporcion
1:5 peso:volumen). EI tampon de lisis es una mezcla de inhibidores de proteinas y de fosfatasas
(dilucion 1/100 - Sigma-Aldrich), que rompe las células y expone las proteinas sin que se
desestabilicen. Las muestras se homogeneizaron mecanicamente por un proceso de
fragmentacion y rotura celular mediante el uso de un homogeneizador TissueLyser Il (Qiagen)
a 25rpm durante 5 minutos. Una vez terminada la homogenizacién de la muestra, se
centrifugaron a 13200 rpm a 4°C durante 30 minutos. Con la ayuda de una micropipeta, se
retir6 primeramente el sobrenadante (contenido proteico), sin coger la posible capa superior de
lipidos. La capa superior y el precipitado (nucleosy restos de tejido) se descarto posteriormente.
En el caso de las muestras de tejido adiposo e higado de ratones alimentados con dieta alta en
grasa, requiere una sucesion de centrifugaciones para descartar la alta cantidad de grasa
presente. Los componentes del tampdn de lisis disueltos en H20 destilada son los siguientes:

s 50 mM Tris-HCI pH 7,5 (Trizma base T6066, MERCK)

% 1mM EGTA (E3889, MERCK)

% 1mM EDTA (E9884, MERCK)

% 1% (v/v) Triton X-100 (X100, MERCK)

¢ 1 mM ortovanadato sédico (S6508, MERCK)

%+ 50 mM fluoruro sddico (S7920, MERCK)

%+ 5 mM pirofosfato sédico (221368, MERCK)

s 0,27 M sacarosa (84097, MERCK)

< 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonio (P7626, MERCK)

% 1 pastilla coctel de inhibidores de proteasas (11836145001, ROCHE) por cada
50 ml de buffer de lisis.

4.3.2 Cuantificacion de proteinas
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Para la cuantificacion de proteinas en los extractos se utilizé el método colorimétrico de
Bradford (Protein Assay Kit, Bio-Rad), siguiendo las indicaciones del fabricante. Este método
se caracteriza por el cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue, cuando expuesto
a diferentes concentraciones de proteinas. La forma roja de este compuesto se convierte en azul
cuando se une con las proteinas presentes en las muestras. Inicialmente, se realiza una dilucion
para que la concentracion de proteina esté dentro del espectro de medicion del
espectrofotometro. Para la dilucion de los extractos de proteinas, se toman 10uL de muestra y
se afiade un volumen de agua destilada estimada para cada tipo de muestra (dependiente del
tipo de tejido originario). Inicialmente, las diluciones preparadas de los extractos de proteinas
fueron mezcladas con la solucién Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, BIO-
RAD) e incubadas a 37°C durante 5 minutos en una placa multipocillo de 96 pocillos.
Consecuentemente, la union de este colorante con las proteinas provoca un cambio en el
maximo de absorcion del colorante a 465 a 595nm. Posteriormente, se midio la absorbancia a
590 nm a traves del equipo ThermoScientific Multiskan GO. La concentracién de proteinas en
cada muestra utilizada fue calculada en relacion a los valores de absorbancia obtenidos en una
recta patron de BSA (albumina de suero bovino), de la cual se afiade 10 puL de cada punto de la
recta en la placa, por duplicado. Al final, se prepararon alicuotas de 16 pL que contenian 20 ug
para cada muestra (15 ug en el caso de extractos de tejido adiposo blanco) utilizando tampon
de Laemmli.

4.3.3 Preparacion de las muestras para la electroforesis SDS-PAGE

Terminada la cuantificacion, preparamos las muestras junto con el tampon de carga
(tampdn de Laemmli). Debido la presencia del dodecil-sulfato sddico (SDS) en su constitucion,
este tampon es capaz de dotar a todas las proteinas de carga negativa en proporcion a su tamafio,
ademas permite su desnaturalizacion gracias al 3-mercaptoetanol, el cual elimina los puentes
disulfuro. A cada muestra le fue afiadida la misma proporcion de solucién de carga. De esta
forma, facilita su carga en el gel y ademas se afiade un colorante necesario para su identificacion
durante el proceso de migracion en el gel (azul de bromofenol, Merck). La cantidad total de
proteina de las muestras usadas vario entre 15 y 20ug dependiendo del tipo de anticuerpo
utilizado y el tejido analizado. Todas las muestras deben tener la misma concentracién final
para que en el volumen de carga de cada muestra en la electroforesis haya la misma cantidad
de proteina. Tras afiadir el tampon de carga y antes de realizar la electroforesis, las muestras
deben calentarse a 95 °C durante 5 minutos para su completa desnaturalizacion. Finalizado el
uso de las muestras, se deben almacenar a -20 °C. La composicién del tampon de Laemmli (en
H20 destilada) es la siguiente:

X3

S

250 mM Tris-HCI pH 6,7

50% (v/v) glicerol (G5516, MERCK)

10% (m/v) SDS (L4509, MERCK)

5% (v/v) B-mercaptoetanol (M3148, MERCK)
0,0005% (m/v) azul de bromofenol (8122, MERCK)

X3

S

X3

S

X3

0

X3

0

4.3.4 Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico SDS-PAGE, es una
técnica que se basa en la separacion de las proteinas por su tamafio (masa) y carga eléctrica.
Primeramente, se montaron dos cristales en una estructura, para afadir la mezcla de los
compuestos para la polimerizacion del gel. Se prepar6 un gel en forma de red, que consiste en
una estructura tridimensional formada por la polimerizacion de poliacrilamida (N, N-
metilenobisacrilamida). Este proceso de polimerizacion se cataliza con persulfato amdnico
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(Ammonium persulfate, APS; Sigma-Aldrich) y TEMED (N,N,N,N-tetramethyletilenediamina,
Sigma-Aldrich). Los geles pueden presentar concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida
(30% Acrylamide/Bis Solution 29:1, Bio-Rad) diferentes, lo que determina el tamafio de los
poros de la red tridimensional y consecuentemente el grado de migracion de las proteinas segin
su tamario. El porcentaje del gel es inversamente proporcional al tamafio de la proteina. El gel
esta dividido en dos fases. La fase superior o concentradora, caracterizada por la presencia de
un poro de tamafio muy amplio que permite que las proteinas entren en la segunda fase al mismo
tiempo y formando una mezcla homogénea. La fase inferior o separadora, permite la separacién
de las proteinas Unicamente en funcion del tamafio. En la fase superior, el porcentaje de
acrilamida es siempre 5% de acrilamida/bis-acrilamida. Por otro lado la fase inferior, el
porcentaje de acrilamida varia en funcién del tamafio de las proteinas a estudiar (entre 8%, 10%
y 12%). Al afadir la mezcla para formar la fase superior, se insertan los peines (en este caso de
15 pocillos) que permiten la formacion de los pocillos de carga. Una vez solidificado, se puede
cargar los pocillos del gel con 16uL de la muestra. Las proteinas migran a través del gel desde
el polo negativo hacia el polo positivo, cuando es aplicada una corriente eléctrica. Ademas, las
proteinas se separan por su peso molecular en gradiente de mayor a menor.

Gel concentrador:
% 4,10 ml H20 destilada
% 1,00 ml 30% acrilamida/Bis 29:1 (1610156, Bio-Rad)
0,75ml 1 M Tris-HCI pH 6,8
0,06 ml 10% (m/v) SDS
0,06 ml persulfato aménico (A3678, MERCK)
6 ul TEMED (tetramethyl-ethylendiamine) (T9281, MERCK)
Gel separador (ejemplo: 8%):
11,50 ml H20 destilada
6,70 ml 30% acrilamida/Bis 29:1
6,30 ml 1 M Tris-HCI pH 8,8
0,25 ml 10% (m/v) SDS
0,25 ml persulfato aménico
15 ul TEMED

L)

X3

*

X3

*

X3

*

X/
X

L)

7/
0.0

X/ X/ X/
L X X X4

3

0

7
0.0

En determinados momentos también se usaron geles comerciales (5671105, Bio-Rad) de 25
pocillos. Los geles, se montaron en la cubeta de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell (165-
8004, Bio-Rad) se sumergieron en un tampon de electroforesis, y se cargaron 16 ul de cada
muestra en los pocillos del gel permitiendo la transmision del voltaje. Se utilizd el primer
pocillo de todos los geles para cargar 10 ul de marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein Standars-Dual Color, Bio-Rad). En cada gel siempre se cargaron muestras de todos los
grupos experimentales. Las condiciones de electroforesis utilizadas fueron: voltaje constante
de 90V - 120V y amperaje de 180 mA aplicados con un equipo PowerPac HC High Current
Power Suppy (164-5052, Bio-Rad) durante aproximadamente 2 horas. La composicion del
tampdn de electroforesis (em H20 destilada) es la siguiente:

«» 200 mM Tris-HCI
% 20 mM glicina (G7126, MERCK)
% 1% (m/v) SDS

4.3.5 Transferencia semi-himeda
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Al final de la electroforesis, las proteinas deben ser transferidas a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF, 1620177, Bio-Rad), para posibilitar el analisis de
expresion de cada proteina. Para ello, se utiliza el equipo Trans-Blot Semy-Dry Transfer Cell
(170-3940, Bio-Rad), que mediante un campo eléctrico es capaz de movilizar las proteinas hasta
la membrana donde se realizaran futuramente las incubaciones con los diferentes anticuerpos.
Se realizd una transferencia de tipo semi-seca. En este método, las membranas PVDF
(dimensiones de 8,6 x 7,1 cm) son activadas previamente durante 5 minutos en metanol, luego
lavadas en H20 destilada y por fin empapadas por 5 minutos con tampo6n de transferencia. En
continuacion, el gel es colocado sobre una membrana PVDF y estaran entre dos superficies de
papel de transferencia (Extra Thick Blot Paper, Bio-Rad) y las placas que crearan el voltaje. El
papel de transferencia debe estar empapado con el tampdn de transferencia de composicion (en
H20 destilada):

X3

S

40 mM Tris-HCI

40 mM glicina

0,36% (m/v) SDS

20% (v/v) metanol (414816, Carlo Erba Reagents)

X3

S

X3

S

X3

0

Las condiciones de electroforesis utilizadas fueron: amperaje constante 0,8 mA por cm2
aplicados por una fuente de energia PowerPac HC High Current Power Suppy durante 1 hora
y 40 minutos. Para comprobar si la transferencia fue eficaz, se utilizo la tincion de rojo Ponceau
(Ponceau S Red, Sigma-Aldrich). Se lavo el exceso con agua destilada y TBS-T para acabar de
eliminar la tincion.

4.3.6 Inmunodeteccion

Para la deteccion de las proteinas de interés, se emplea un método de deteccion
inmunoldgico, que se basa em cuatro etapas:

- Blogueo de la membrana: en este proceso la membrana PVDF se incuba durante 1 hora
a temperatura ambiente y en agitacion con una solucién de BSA (sero-albimina bovina) al 5%
(Sigma) disuelto en tampén de lavado (TBS Tween 0,1%). La composicion del tampén de
lavado TBS-T es la siguiente (en H20 destilada):

s 20 mM Tris-HCI
« 146 mM NaCl
s 0,1% (v/v) Tween-20 (P9416, MERCK)

Como los anticuerpos deben unirse solamente a su antigeno especifico, utilizamos BSA
en disolucidn para unirse a todos aquellos lugares de la membrana que no deben ser ocupados
por los anticuerpos, de esa forma reducimos las uniones inespecificas. Dependiendo de las
especificaciones de determinados anticuerpos para la inmunodeteccion, se utilizé una solucién
de bloqueo con leche en polvo desnatada comercial (Dietisol, leche desnatada polvo 350
gramos; Dietisa; Nutrition & Santé), también al 5% disuelta en tampdn de lavado.

-Anticuerpo primario: tras una hora de blogueo, se incuba la membrana en una solucion
3% (m/v) BSA en buffer de lavado TBS-T hecha con el anticuerpo primario especifico (a una
concentracion de 1:1000 o 1:500) contra la proteina a detectar (Tabla 7). Se incuba la membrana
durante toda la noche en agitacién a 4°C. Al dia siguiente finalizada la incubacidn, se retira el
anticuerpo y se realizan tres lavados de 10 minutos cada uno con la solucién de lavado (TBS-
T).
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- Anticuerpo secundario: se incubaron las membranas con una solucién 3% (m/v) BSA
en buffer de lavado TBS-T con el anticuerpo secundario especifico (reactividad a raton o
conejo) para el anticuerpo primario utilizado, a una concentracion 1:5000, a temperatura
ambiente y en agitacion durante 1 hora. Los anticuerpos secundarios (Dako) utilizados estan
asociados a la enzima peroxidasa (Horseradish Peroxidase) que es capaz de reconocer la parte
constante del anticuerpo primario. De esta forma, se detecta la presencia de la proteina y
amplifica la sefial del anticuerpo primario.

-Revelado y fijacion de la sefial: para detectar el complejo de anticuerpos unido a la
proteina de interés, se debe incubar la membrana con una mezcla 1:1 de sustrato de la
peroxidasa y un potenciador de quimioluminiscencia (Pierce ECL Western Blotting Substrate,
Thermo Scientific), incubandose durante 5 minutos en oscuridad. Inmediatamente después, se
colocd la membrana en un casete de autorradiografia (Hypercassette, Amersham Biosciences)
con el objetivo de detectar la luz emitida resultante de la reaccion del sustrato con la peroxidasa.
El revelado debe ser realizado en una sala oscura, donde se utilizaron placas radiogréaficas
Fujifilm (FujiMedical X-Ray Film Super RX, Fujifilm Corporation) para la visualizacion. Las
peliculas fotograficas se colocaron en el casete de autoradiografia sobre las membranas, para
exponer la sefial quimioluminiscente durante algunos minutos (tiempo variable de acuerdo con
el anticuerpo primario utilizado). Para el proceso de revelado, posteriormente a la retirada del
casete, se sumerge la misma en una solucion reveladora (dilucion 1:10)
(Developer/Replenisher, Agfa-Gevaert Group) hasta que se visualice la sefial buscada y en ese
momento, se pasa la pelicula al liquido fijador (dilucién 1:5) (Manual Fixing Bath, Agfa-
Gevaert Group) durante algunos segundos con el fin de fijar la sefial. Al final, se lava la pelicula
con agua corriente y se deja secar para la determinacidén semicuantitativa de sefial.

- Andlisis de los resultados: reveladas las peliculas, se digitalizaron las imagenes
mediante un escaner de alta resolucién (CanonScan 9900F, Canon). Para determinar la cantidad
relativa de proteina en cada muestra, se midio la densidad optica con el software Imagel
(ImageJ 1.40g, Wayne Rasband), permitiendo asociar a cada sefial la cantidad de proteina
presente en la muestra. Eso es posible, debido a la capacidad del software en detectar la cantidad
de pixeles de la imagen de la proteina en todas las muestras de una misma pelicula radiografica.
Es importante resaltar que el area de medicidn debe ser igual para todas las muestras, evitando
errores en el analisis de cada muestra. Los valores obtenidos en cada muestra para la proteina
estudiada, fueron corregidos de dos maneras, por la densidad 6ptica de la region adyacente a la
sefial de cada muestra en las peliculas fotogréficas e igualmente por los niveles de proteina del
gen de expresion constitutiva GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), o-
tubulina o B-actina. El valor final es normalizado y los resultados fueron expresados como
porcentaje de niveles de proteina respecto al grupo control.

ACC 1:1000 Abcam ab54174
fosfo-ACC (Ser 79) 1:1000 Cell-Signaling 3661
AKT 1:1000 Cell-Signaling 9272S
PAKT (5473) 1:1000 Cell-Signaling 9271S

AMPKal 1:1000 Millipore 07-350-25UG
fosfo-AMPKa (Thr 172) 1:1000 Cell-Signaling 2535
ATGL 1:1000 Cell-Signaling 2138
ChREBPla 1:1000 NOVUSBIO NB400-135
FAS 1:1000 Abcam ab128870
FGF21 1:1000 Abcam ab171941
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FOX01 1:1000 Cell-Signaling 2880S
P FOX01 1:1000 Cell-Signaling 9461S
G6PASA 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 398155
GAPDH 1:1000 Merck T5168

GCK 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 17819

GLUT2 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 518022
GLUT4 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 53566
PRDM16 1:1000 Abcam ab106410

HSL 1:1000 Abcam ab45422
fosfo-HSL (ser 680) 1:1000 Cell-Signaling 4126
IRS1 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 8038

PIRS1 1:1000 Abcam ab5599

JNK 1/3 1:1000 Santa Cruz Biotechnology sc-514539
LPL 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 373759

MTOR 1:1000 Cell-Signaling 2972S
PMTOR 1:1000 Cell-Signaling 2971S

p107 1:500 Abcam ab2451

PCK1 1:1000 Abcam ab70358
PGC-1a 1:1000 Santa Cruz Biotechnology sc-13067

PGSK3 1:1000 Cell-Signaling 9331S
PPAR a 1:1000 Santa Cruz Biotechnology sc-398394
PPAR y 1:1000 Santa Cruz Biotechnology sc-7273
PRDM16 1:1000 Abcam ab106410

a-tubulina 1:5000 Sigma T9026

SCD1 1:1000 Cell-Signaling 2794

SREBP-1c 1:1000 Abcam ab3259

UCP-1 1:5000 Abcam ab10983

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para western blot

4.4 PCR A TIEMPO REAL
Los niveles de expresion de ARNmM en extractos de tejido fueron determinados
cuantitativamente por PCR en tiempo real.

4.4.1 Extraccion de ARN

De las muestras de tejido almacenadas a -80°C se cort6 una pequefia porcién de tejido.
El tejido se introduce en un tubo de 2 ml con cierre de seguridad (Safe-Lock Tubes 2,0 ml,
Eppendorf) juntamente con una bola de acero. Seguidamente, se afiadieron aproximadamente
500 pl de Trizol (15596018, Invitrogen) sobre los fragmentos de tejido congelado de
aproximadamente 50 mg en un tubo de 2 ml y se homogeneizaron mecénicamente con
TissueLyser 11 (Quiagen) durante 4 minutos a 25rpm. Siempre manteniendo las muestras a una
temperatura de 4°C para evitar su degradacion. Tras la homogenizacion, se centrifugaron las
muestras a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante para nuevos tubos.
Después, se afiadieron 200 ul de cloroformo, se agito el tubo de polipropileno por inversion y
se incub6 aproximadamente durante 3 minutos hasta la division de la muestra en dos capas.
Posteriormente, se centrifugaron de nuevo las muestras a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C.
Se recogieron y luego se transfirieron las fases acuosas (ARN) a nuevos tubos con cuidado,
evitando de tocar la interfase méas blanca. Se afiadieron 250 ul de isopropanol y tras una
agitacion se pusieron las muestras 10 minutos a -20 °C. Después, se centrifugaron las mezclas
a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se elimina el sobrenadante y se lava el precipitado de
ARN con etanol al 70%. Se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se elimind el
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sobrenadante decantando cuidadosamente. Una vez seco, se resuspendié el precipitado en 300
ul de H20 0,1% dietilpirocarbonato (DEPC) calentando las muestras a 60°C por 15 minutos.

4.4.2 Cuantificacion del ARN

Se utilizé el equipo NanoDrop 2000c Spectophotometer (Thermo Scientific) para
determinar la concentracion y la pureza del ARN. El aparato trabaja con un cociente de
absorbancia de 260nm (ARN) y 280nm (proteinas). Para determinar el grado de pureza de la
muestra, se analizé la ratio 260/280, considerandose aceptable los valores entre 1,8 y 2. Para
determinar la cantidad de ARN extraido, se toma el valor de absorbancia de 260nm. Al
determinar la concentracion de las muestras, se normalizan todas las muestras a una misma
concentracion: 0,01 ug/uL en el caso del higado.

4.4.3 Retrotranscripcién

A partir del ARN extraido se generaron las formas complementarias de ADN (ADNCc).
La amplificacion y la conversion de la secuencia de ARN a ADN asegura la estabilidad de la
molécula durante la PCR en tiempo real. El volumen de los reactivos utilizados se corresponde
con un volumen de reaccion de 30 pl:

X3

*

10,00 pl de muestra de 0,01 pg/ul ARN

3,58 ul de H20 0,1% DEPC

6,00 pl de 100 mM dNTPs (dTTp, dCTp, dGTp, dATp) (10297-018, Invitrogen)
1,50 pl de 25 mM MgCI2 (A351B, Promega)

1,00 pl de 200 U/ul M-MLV (28025013, ThermoFisher)

0,25 pl de 40 U/ul ARNse OUT (10777-019, Invitrogen)

0,17 pl de 3 pg/ul Random Primer Mix (48190011, Invitrogen)

*

*

K/ K/ X/ X/ X/
L X IR X R X R X4

*

X3

*

La mezcla se incuba en el termociclador con las siguientes condiciones: 25°C durante
10 minutos; 37°C durante 50 minutos; 70°C durante 15 minutos.

4.4.4 PCR en tiempo real

Una vez adquirido el ADNc, se determinaron los niveles de ARNm de los genes de
interés mediante PCR a tiempo real (RT-PCR), utilizando el equipo 7300 Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Esta técnica se basa en la capacidad de detectar el producto de
PCR (amplicén) en cada ciclo, utilizando fluorescencia. Los resultados obtenidos fueron
expresados en términos relativos comparando nuestro gen de interés con un gen control. En esta
tesis se utiliz6 especificamente la técnica de PCR en tiempo real conocida como Sonda cebadora
TagMan.

Sondas Tagman: Es una técnica que se basa en el empleo de sondas especificas unidas
a dos fluorocromos: uno, denominado reporter, se encuentra unido de forma covalente en el
extremo 5 de un oligonucle6tido y el otro, un desactivador de fluorescencia (quencher) se
encuentra en el extremo 3”. El quencher inhibe la fluorescencia del reporter cuando es excitado
por la fuente de luz del termociclador. Cada sonda especifica hibrida en la zona intermedia entre
el cebador directo y el inverso. A medida que la Taqg polimerasa sintetiza en sentido 5°-3", la
actividad exonucleasa 5°-3"de esta misma enzima degrada la sonda quedando separado el
fluoréforo del quencher y permitiendo asi la emision de la fluorescencia. La fluorescencia
detectada es directamente proporcional a la cantidad de fluoréforo liberado y, por lo tanto, a la
cantidad de ADNCc de interés presente en el producto de PCR. La mezcla de PCR para este
método se calcula para un volumen final de 12ul por cada pocillo. EI volumen de los reactivos
utilizados se corresponde con un volumen de reaccion de 12 pl:
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% 6,00 ul de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
2,82 pl de H20 DEPC

0,36 ul Sonda Tagman ®

0,36 ul Cebador directo 10 uM (EurofinsDNA)

0,36 pl Cebador inverso 10 uM (EurofinsDNA)

2 ul de muestra ADNc 0,01/0,05ug/uL

*,

X3

S

X3

S

X/
A X4

X3

A

X/
L %4

El protocolo usado para la amplificacion consistio en 40 ciclos de 2 minutos a 50 °C, 10 minutos
a 95 °C, 10 minutos a 95 °C, 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C en un aparato de PCR en
tiempo real 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystems). Para este trabajo se utilizé la
siguiente sonda para deteccion de p107 en las muestras:

< RbI1 (p107) - Mus musculus - Tagman Comercial (Applied biosystems. Ref.
Mm01250721_m1)

5 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para el analisis de los datos fue utilizado el programa estadistico Prism Software Version 8.0
(GraphPad), en el cual también se han realizado las graficas de esta tesis. Con el objetivo de
conseguir una mejor precision y evitar conclusiones erréneas, antes del analisis estadistico se
identificaron y removieron valores considerados inconsistentes y discrepantes. Este proceso se
llevd a cabo a través de una propia herramienta del software GraphPad que detecta valores
atipicos (outliers) dentro de un grupo de muestras (poblacion). Por medio de la prueba de ESD
(desviacion estudentizada extrema), esta herramienta determina si el valor mas extremo dentro
del grupo de muestras, es un valor atipico significativo equiparado al resto. La muestra que
presentaba un valor anormal cuando era comparada a las demas de su grupo, se eliminaba del
analisis estadistico. Ademas, con anterioridad al analisis estadistico, mas precisamente durante
el procedimiento experimental, animales que exhibian un comportamiento inadecuado eran
identificados y consecuentemente descartados del grupo experimental.

Previamente al anlisis estadistico, se realiza un test de normalidad de la distribucion de
datos, para definir qué test estadistico es mas adecuado para la poblacién de interés. Se utilizé
el test Shapiro-Wilks cuando n>7 y el test de Kolmogorov-Smirnof cuando n<6. En base a lo
obtenido en este test, en caso de una distribucion normal (Gaussiana), se realizan test
estadisticos paramétricos y cuando no pasan el test de normalidad, se realizan test estadisticos
no parameétricos. En este trabajo se aplicaron los siguientes tests paramétricos:

» T-Test: Partiendo del punto que el grupo de muestras presenta una distribucion
normal, este test permite estimar el valor de la media poblacional de una variable
aleatoria, cuando el parametro se saca de una muestra pequefia y no se conoce la
varianza poblacional. Antes de la aplicacién de la prueba se formulan dos
hipotesis, la nula y la alternativa. La hip6tesis nula (HO), afirma que no existe
una diferencia significativa entre dos poblaciones. Sin embargo, la hipétesis
alternativa (H1) se contradice a la hipotesis nula, afirmando la existencia de una
diferencia significativa. La prueba t puede ser de dos tipos: de dos colas (no
direccional) o de una cola (direccional). En la prueba t de dos colas, la diferencia
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entre la media de los dos grupos de muestras puede ser positiva 0 negativa, o
sea, la prueba determina si hay una diferencia significativa en cualquier
direccion. Por otro lado, en la pruebat de una cola la desigualdad en la hipdtesis
sefiala en una sola direccién. La prueba t calcula el estadistico t considerando
sus medias de ambas muestras, sus desviaciones estandar y los tamafios de
muestra. El siguiente paso es determinar el valor p asociado con el estadistico t
calculado. El valor p indica la probabilidad de que haya una diferencia igual o
mas extrema entre las medias de las dos poblaciones, asumiendo que la hipétesis
nula es verdadera. Si el valor p es inferior al nivel de significancia elegido, la
diferencia entre las medias de las dos poblaciones es considerada
estadisticamente significativa.

» ANOVA de una via: Determina si existe una diferencia entre las medias de tres
0 mas grupos experimentales asumiendo una distribucion normal. Una vez
formulada la hipdtesis nula y alternativa, se calcula el estadistico f, la relacion
entre las variaciones entre los grupos y las variaciones dentro de cada grupo.
Con el estadistico f calculado, luego se compara con una distribucién de
probabilidad conocida como distribucion f. En base a esta comparacién, se
determina el valor p. Realizado el test y confirmando diferencias entre las
medias, se debe realizar un test a posteriori para comprobar qué medias son las
gue generan significacidn. Los test mas utilizados son de, Tukey y Bonferroni.
El test de Tukey es un método potente y eficiente que compara todas las
combinaciones posibles de medias de grupos. Ademas, es mas sensible que el
test de Bonferroni, siendo capaz de detectar diferencias significativas con mayor
probabilidad cuando el nimero de grupos es pequefio. El test de Bonferroni es
un procedimiento mas conservador, que ajusta el nivel de significancia para cada
comparacion individual, considerando el nimero total de comparaciones.

Para los grupos que no seguian una distribuciéon normal, se emplearon los siguientes
tests no paramétricos:

» Test Mann-Whitney: Cuando dos poblaciones no presentan una distribucion
normal, se puede comparar la media de estas dos poblaciones, proporcionando
un enfoque solido y sensible.

» Test Krustal-Wallis: Es una prueba utilizada para realizar comparaciones entre
maltiples poblaciones, cuando no siguen una distribuciéon normal.
Posteriormente, se aplica el test de Dunn para determinar entre qué grupos
existen diferencias significativas.

El tamafio muestral de las poblaciones de cada experimento de esta tesis se detalla en
los pies de las figuras con los resultados y esté representado con la letra “n”. Todos los datos
analizados aparecen expresados como la media de los grupos * el error estandar de la media
(standard error of the mean, SEM). En todos los analisis hechos, se consideraron significativos
(*) los resultados con una p<0,05; muy significativos (**) con una p<0,01 y extremadamente
significativos (***) con p<0,001 y (****) con p<0,0001.
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RESULTADOS

1 EFECTOS DE LA INHIBICION GLOBAL DE P107 SOBRE EL
TEJIDO ADIPOSO BLANCO EN UN MODELO DE MASLD
INDUCIDO POR CDHFD

Datos previos encontrados por nuestro grupo sobre los efectos de la inhibicion global de p107
en ratones alimentados con STD y HFD, demuestran un bajo acumulo lipidico a nivel hepatico,
una mejora en la sensibilidad a la insulina y tolerancia a la glucosa. Por ello, decidimos estudiar
si la delecion global de p107 en higado en estadios mas avanzados de la enfermedad hepatica
también evitaba o retrasaba la enfermedad mediante acciones que afectaban al metabolismo
lipidico y de la glucosa tanto en el higado como en el tejido adiposo blanco. Para ello,
alimentamos ratones p107 KO con dieta CDHFD para producir una esteatosis mas avanzada.

1.1 RATONES P107 KNOCKOUTS PRESENTAN UN FENOTIPO DELGADO EN CONDICIONES DE
CDHFD
En tesis previas de nuestro grupo, fue presentado los efectos de la inhibicion global de p107 en

ratones alimentados con dieta estandar (STD) o con una exposicion prolongada a una dieta alta
en grasa (HFD). Pudimos observar que los animales con silenciamiento global de p107 tenian
un fenotipo mas delgado (Figura 1A'y 1B), presentaban una mejor respuesta a la glucosa (Figura
1C y 1D) y tenian una mejor sensibilidad a la insulina (Figura 1E y 1F), tanto los ratones
alimentados con STD como con HFD. Ademas, estos animales presentaban un menor acimulo
de lipidos en el higado (Figura 1G y 1H).
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Figura 1. Datos de Juan Cuiiarro. La inhibicion global de p107 altera el peso corporal, la tolerancia a
la glucosa, la sensibilidad a la insulina y el acimulo hepatico de lipidos tanto en ratones expuestos a
STD como en HFD. (A) Promedio del peso corporal de los ratones control (n = 15) y p107KO (n = 10)
con una dieta estandar (STD). (B) Incremento de peso corporal acumulado durante 11 semanas con
una HFD en ratones control (n = 15) y ratones homocigotos p107KO (n = 9) y ratones heterocigotos
p107KO (n =12). (C) Prueba de tolerancia a la glucosa y su drea bajo la curva de ratones control (n =
7) y p107KO (n = 7) en STD y (D) en HFD (control n =9 y p107KO n = 9) a las 9 semanas de edad. (E)
Prueba de tolerancia a la insulina y su area bajo la curva en ratones control (n =7) y p107KO (n =7)
en STD y (F) en HFD (control n = 9 p107 ratones KO n = 9) a las 10 semanas de edad. (G) Tincion
representativa de hematoxilina y eosina (panel superior) y tincion de Oil Red O (panel inferior) de
secciones de higado de ratones control (n =7) y ratones p107KO (n =7) en STD y (H) en HFD (control,

91



RESULTADOS

n =9; p107KO, n = 9). Los datos se expresan como media +SEM. Después de aplicar el T-test: * p <
0.05, ** p £0.01, *** p < 0.001 entre los ratones control y p107 KO.

Con estos datos, decidimos exponer ratones p107 KO a una dieta CDHFD. A partir de las 4
semanas de edad (destete), monitorizamos por 17 semanas el peso corporal de los ratones p107
KO y de sus controles WT compafieros de camada alimentados con una dieta alta en grasa y
deficiente en colina (CDHFD). Este analisis nos revel6 que durante las primeras 10 semanas de
dieta CDHFD, el peso corporal se mantenia similar. Sin embargo, tras las 10 semanas los
ratones p107 KO empezaron a demostrar significativamente un menor incremento de ganancia
de peso comparado con los controles después de la exposicion a CDHFD (Figura 2A). Esta
diferencia fue observada de forma mas evidente, al final del estudio con la composicion
corporal mediante la resonancia magnética. Los resultados indicaban que los ratones p107 KO
tenian una menor cantidad de masa grasa y mayor cantidad de masa no grasa (masa magra) al
exponerse a una dieta CDHFD (Figura 2B).
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Figura 2. La inhibicidn global de p107 altera el peso corporal de ratones expuestos por 17 semanas
en CDHFD. (A) Incremento de peso corporal durante 17 semanas con CDHFD, WT (n =11) yKO (n =
12). (B) Composicion de masa grasa y no grasa en los ratones WT (n = 11) y KO (n = 12) al final del
experimento, 17 semanas con CDHFD. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-
test: * p £0.05, ** p £0.01, *** p <0.001, **** p< 0.0001 entre los ratones WT y KO.

Al confirmar que los ratones deficientes en p107 son resistentes al incremento de peso
producido por la dieta CDHFD, decidimos estudiar en detalle su impacto en la homeostasis de
la glucosa. Inicialmente, medimos los niveles de glucosa en sangre en ratones alimentados ad
libitum (Figura 3A) y sometidos a un ayuno de 12 horas (Figura 3B). No encontramos
diferencias significativas en los niveles de glucosa entre los ratones alimentados ad libitum,
tampoco en un periodo de ayuno.

Para analizar su tolerancia a la glucosa, sensibilidad a la insulina y al piruvato,
realizamos GTT, ITT y PTT. De esta forma, pudimos observar que tanto en la GTT (Figura
3C), la ITT (Figura 3D), como PTT (Figura 3E) los ratones p107 KO mostraron unos niveles
de glucosa més bajos comparados con los ratones WT, indicando una mayor sensibilidad a la
insulina y una menor produccién de glucosa a partir del piruvato.
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Figura 3. Los ratones con inhibiciéon global de p107, tratados con CDHFD presentan una mejor
tolerancia ala glucosa y sensibilidad a la insulina. (A) Concentracién de glucosa en sangre de ratones
WT (n=11) y KO (n = 12) con 12 semanas en CDHFD. (B) Concentracion de glucosa en sangre después
de un ayuno de 12h en ratones WT (n = 11) y KO (n = 12). (C) Prueba de tolerancia a la glucosa y su
area bajo la curva de ratones WT (n = 11) y KO (n = 12). (D) Prueba de tolerancia a la insulina y su
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area bajo la curva en ratones WT (n = 11) y KO (n = 12). (E) Prueba de tolerancia al piruvato y su area
bajo la curva de ratones WT (n = 11) y KO (n = 12). Los datos se expresan como media +SEM. Tras
aplicar el T-test: *p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 entre los ratones WT y KO.

A nivel lipidico, al realizar el analisis de los niveles circulantes de colesterol y TG
observamos menores niveles en los ratones KO siendo estadisticamente significativos (Figura
4A'y 4B).
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Figura 4. Los ratones p107 KO, tratados con CDHFD presentan niveles circulantes de lipidos mas bajos
que sus controles. (A) Niveles de TG en suero de ratones WT (n = 11) y KO (n = 12). (B) Niveles de
colesterol en suero de ratones WT (n = 11) y KO (n = 12). Los datos se expresan como media +SEM.
Tras aplicar el T-test: *p < 0.05, *** p <0.001 entre los ratones WT y KO.

1.2 RATONES P107 KO PRESENTAN UNA RESISTENCIA A LA ESTEATOSIS Y ALTERA EL
METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN HIGADO

Lo siguiente fue analizar el metabolismo hepatico, y para ello lo primero fue analizar los
depdsitos de grasa en higado, utilizamos las técnicas histoldgicas de H-E y Oil Red O. Fue
observada una menor acumulacion lipidica en higado de los ratones p107 KO (Figura 5A), que
estaba en concordancia con la clara disminucién del contenido hepéatico de triglicéridos
comparado a los controles WT (Figura 5B). Sin embargo, no encontramos diferencias en los
acumulos de colageno detectados por la tincion Sirius Red, en los ratones p107 KO alimentados
con CDHFD comparados a sus controles (Figura 5C).

A partir de ahi realizamos el analisis molecular para analizar con méas detalle las posibles
rutas implicadas en el proceso de resistencia al acimulo de grasa hepatica caracteristico de los
ratones p107 KO. En el primer momento, evaluamos los niveles proteicos de diferentes factores
de transcripcion y enzimas clave en la LDN. Como esperado y de forma similar a lo que fue
descrito en el raton KO global alimentado con HFD, se observo un disminucion significativa
de FAS, ACC, pACC, ChREBP1 y SREBP1 (Figura 5D). Por otro lado, PPARY un FT central
requerido para la adipogénesis, presentd un incremento en los ratones p107 KO.
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Figura 5. La inhibicion global de p107 protege contra la esteatosis inducida por CDHFD y mejora el
metabolismo lipidico. (A) Tincion representativa de hematoxilina y eosina (panel superior) y tincion
de Oil Red O (panel inferior) de secciones de higado de ratones y cuantificacion de la tincion Oil Red
O, WT (n = 11) y ratones KO (n = 12). (B) Niveles de triglicéridos hepaticos, WT (n = 11) y ratones KO
(n =12). (C) Tincion representativa de Sirius Red de secciones de higado de ratones y cuantificacion
de latincidn Sirius Red, WT (n =11) y ratones KO (n = 12). (D) Expresion de proteinas del metabolismo
de lipidos como FAS, ACC, pACC, ChREBP1, SREBP1 y PPARy en higado de ratones WT (n =7) y KO (n
=7) y las imagenes representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test:
*p <£0.05, ** p £0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001 entre los ratones WT y KO.

Centrandonos en la oxidacion de AGs y en la lipdlisis, fueron estudiados algunos de los
marcadores mas relevantes. Fueron observados cambios en PPARa y en HSL, proteinas
implicadas en la lipolisis de TG y la B-oxidacion (Figura 6A). No se observd alteracion en los
niveles de PGCla de los p107 KO comparado a los controles.

Debido a una alteracién sistémica de los niveles de glucosa observados en los
experimentos de GTT, ITTy PTT, realizamos un andlisis de la expresion de diferentes proteinas
esenciales en el metabolismo de la glucosa en higado. El dato mas relevante, fue el incremento
significativo de pAKT (Figura 6B). Este incremento de la fosforilacion de AKT se correlaciona
con lo que fue encontrado a nivel sistémico. Los ratones p107 KO presentan una respuesta mas
eficiente a la administracion de glucosa y una mejor sensibilidad a la insulina. Esto indica que
durante la elevacion de glucosa plasmatica, la insulina secretada por el pancreas, actla en el
higado activando la via PI3K-AKT. De esta forma, la fosforilacion de AKT en el higado
desempefia un papel esencial en el control de la gluconeogénesis, en la promocion de la
glucogénesis y en la gestion del metabolismo de la glucosa en general. Su adecuada regulacion
es esencial para prevenir desequilibrios energéticos y condiciones metabdlicas perjudiciales.
Otro dato observado, fue la disminucion de la expresion de mTOR y pmTOR. Un resultado
sorprende, ya que la activacion de la via PI3K-AKT actia directamente en la ativacion de
mTOR.

95



RESULTADOS

>

300= « WTCDHFD
= KO CDHFD

(5=

(=]

(=]
1

: . *
I+.

—
(=]

[=]
1

-

* sile
b

~

Niveles de proteina
en Higado (% control)

“$

fi
A

%

v )

400= « WT CDHFD
KO CDHFD

ik — WT KO
300 = e

- -] == - mTOR

+ - | pMTOR
200 H y [ - Bl

pAKT

L K

- — -l o o GAPDH

100 = =

Niveles de proteina
en Higado (% control)
[ |
[ ]
2.
L

e 2
=,
=3
EII
LT
e
I

© -

& A

£ d

A S
A Q
F

Figura 6. Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de (A) marcadores lipoliticos como
PPARa, PGClay HSL; y (B) marcadores de metabolismo de glucosa como AKT, pAKT, mTOR, pmTOR,
GLUT2 en higado de ratones WT (n = 7) y KO (n = 7) en CDHFD y las imagenes representativas. Los
datos se expresan como media $SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05, *** p <0.001 entre los ratones
WTy KO.

1.3 RATONES P107 KO CON CDHFD PRESENTAN CAMBIOS EN PROTEINAS IMPLICADAS EN EL
METABOLISMO DE LIPIDOS Y GLUCOSA EN EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Lo siguiente fue realizar un estudio del tejido adiposo. Mediante tincién H-E evaluamos el
tamafio de los adipocitos del tejido adiposo blanco epididimal de los ratones p107 KO y sus
controles. Aunque, no se observa una diferencia significativa de tamafio de estos adipocitos, se
nota una tendencia de disminucion de los adipocitos de los ratones p107 KO (Figura 7A). En
el analisis molecular, observamos un incremento de proteinas involucradas en la lipogénesis de
los adipocitos como, ChREBP1, SREBP1 y PPARy (Figura 7B). Sin embargo, FAS y ACC no
demuestran ningun tipo de cambio en los ratones p107 KO.
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Figura 7. (A) Tincion representativa de hematoxilina y eosina del adipocito epididimal y tamafio de
los adipocitos (um?). (B) Cuantificacién e imagenes representativas obtenidas del western blot de
marcadores lipogénicos, como FAS, ACC, pACC, ChREBP1, SREBP1 y PPARy. Los datos se expresan
como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p <0.05, ** p < 0.01 entre los ratones WT y KO.

Con relacion a los marcadores lipoliticos, podemos ver un aumento significativo en
PPARa de los ratones p107 KO (Figura 8A). Lo que puede indicar una transcripcién de genes
implicados en la oxidacién mitocondrial y peroxisomal, un aumento del uso oxidativo de los
lipidos y una posible reduccion de la inflamacion en los adipocitos promoviendo un perfil
metabolico mas estable. Por ultimo, notamos un incremento de pAKT, pMTOR, en los ratones
p107 KO (Figura 8B). El incremento de estas proteinas puede promover variados beneficios a
los ratones p107 KO. AKT y mTOR son capaces de activar SREBP-1c, que regula la expresién
de genes lipogénicos, como ACC y FAS. Esto da como resultado un aumento de la sintesis de
acidos grasos y triglicéridos en el tejido adiposo, lo que contribuye a un almacenamiento
eficiente de energia. Ademas, AKT fosforila e inactiva HSL, reduciendo la degradacién de
triglicéridos y permitiendo el almacenamiento de lipidos. Otro efecto importante generado por
estas dos proteinas, es la redistribucion de lipidos desde el higado a los adipocitos, evitando la
acumulacion de lipidos en el higado y el desarrollo de resistencia hepatica a la insulina. Por
altimo pero no menos importante, AKT y mTOR facilitan la captacién de glucosa y el
almacenamiento de triglicéridos en el tejido adiposo, reduciendo los niveles circulantes de
glucosa y acidos grasos libres.
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Figura 8. (A) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de marcadores lipoliticos como
PPARa, PGCla, HSL y pHSL; y (B) marcadores de metabolismo de glucosa como AKT, pAKT, mTOR,
pmTOR y GLUT4 en TABep de ratones WT (n = 7) y KO (n = 7) en CDHFD y las imagenes
representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05, entre los
ratones WTy KO.

Lo siguiente fue evaluar el tejido adiposo blanco subcutaneo de los ratones p107 KO y
sus controles. En concordancia con lo que observamos en la resonancia magnética de estos
animales, los adipocitos subcutaneos de los ratones p107 KO presentan una disminucion de
tamafio cuando los comparamos a los controles (Figura 9A). Eso era esperado, ya que los
animales p107 KO presentan un fenotipo mas delgado. En el estudio molecular encontramos un
aumento en la mayoria de las enzimas de la LDN, como ACC, pACC, SREBP1 y PPARy
(Figura 9B). Con el incremento de la lipogénesis de novo en TABsc, la glucosa y los lipidos
exogenos (como los de la dieta) se dirigen al tejido adiposo, donde se convierten en acidos
grasos y se almacenan como triglicéridos. Esto disminuye la cantidad de &cidos grasos libres
disponibles para el higado.
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Figura 9. (A) Tincion representativa de hematoxilina y eosina del adipocito subcutaneo y tamaiio de
los adipocitos (um2). Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de (B) marcadores
lipogénicos, como FAS, ACC, pACC, SREBP1 y PPARy. Los datos se expresan como media +SEM. Tras
aplicar el T-test: *p <0.05, ** p £0.01, ****p< 0.0001 entre los ratones WT y KO.

Centrandonos en la oxidacion de AGs y en la lipdlisis, se midieron los niveles de
expresion de proteinas implicadas en estos mecanismos. Encontramos un incremento
significativo de los niveles de PPARa, LPL y ATGL en los pl07KO (Figura 10A). Esto
evidencia una redistribucion de la grasa, o sea, los adipocitos subcutaneos secuestran los lipidos
de la circulacién antes de que lleguen al higado y ocurra una acumulacion. Medimos también
las proteinas involucradas en el metabolismo de la glucosa en TABsc. Vimos que los niveles
de Glut4 estdn aumentados en este tejido (Figura 10B). Los niveles elevados de Glut4
mantienen niveles mas bajos de glucosa plasmatica, aliviando la carga metabdlica en el higado
y el pancreas. Ademas, eso demuestra um posible papel de proteccidon contra la intolerancia a
la glucosa, ejercido por TABsc para la manutencion de la homeostasis sistémica de la glucosa.
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Figura 10. (A) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de marcadores lipoliticos como
PPARa, PGCla, HSL, pHSL, LPL, PRDM16 y ATGL; y (B) marcadores de metabolismo de glucosa como
AKT, pAKT, pMTOR y GLUT4, en TABsc de ratones WT (n = 7) y KO (n = 7) en CDHFD y las imagenes
representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05 entre los
ratones WTy KO.
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2 EFECTOS DE LA INHIBICION ESPECIFICA DE p107 EN
HIGADO SOBRE EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO EN UN
MODELO DE ESTEATOSIS INDUCIDO POR HFD

Con los resultados previos demostrados y publicados por nuestro grupo sobre los efectos de la
inhibicion global de p107, quisimos comprobar la aportacion de la deficiencia de pl07
Gnicamente en el higado sobre la resistencia a la esteatosis, sobre el tejido adiposo y la
comunicacion entre ellos. Analizamos tanto al metabolismo lipidico como al almacenamiento
en el higado y el metabolismo de lipidos y glucosa en el tejido adiposo blanco (TAB).
Primeramente se utilizé un modelo de esteatosis hepatica inducida por dieta HFD.

2.1 LA INHIBICION DE P107 EN HIGADO DE RATONES OBESOS NO AFECTA EL PESO CORPORAL,
SIN EMBARGO DISMINUYE LOS NIVELES DE GLUCOSA PLASMATICA

Para averiguar si la inhibicion especifica de p107 en higado generaba una resistencia a la
ganancia de peso corporal, tras la administracion del lentivirus, los animales pasaron a tener
acceso a la dieta HFD durante 11 semanas. Para comprobar la eficiencia de la inyeccién de los
lentivirus, realizamos RT-PCR confirmando la inhibicion de p107 especifica en higado (Figura
11A).Tras la administracion del lentivirus, monitorizamos el peso corporal de los ratones
shp107 y de sus controles shLuciferasa todas las semanas sin encontrar cambios significativos
en el peso a lo largo del experimento (Figura 11B).
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Figura 11. La inhibicidn especifica de higado de p107 no altera el peso corporal de ratones expuestos
por 11 semanas en HFD. (A) Nivel de expresion relativa de p107 en higado de ratones shLuciferasa
(n = 11) y shp107 (n = 10). (B) Incremento de peso corporal durante once semanas, ratones
shLuciferasa (n = 8) y shp107 (n = 8).

Por otra parte, y para realizar una caracterizacion completa del ratéon y la posible
implicacion de p107 en la homeostasis de la glucosa, a la décima semana post inyeccion
realizamos tanto mediciones de glucosa en ad libitum y en ayuno como GTT e ITT. Los
resultados mostraron una disminucion en los niveles de glucosa en los ratones shpl07
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comparados con los controles tanto en ad libitum (Figura 12A) como en ayuno (Figura 12B),
siendo en ambos casos estadisticamente significativa. Sin embargo, los resultados de la GTT
(Figura 12C) no demostraron cambios significativos en los niveles de glucosa en sangre entre
los dos grupos a lo largo de los 120 min. Igualmente, no se observo diferencias entre los niveles
de glucosa en la prueba de tolerancia a la insulina, ITT (Figura 12D).
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Figura 12. La inhibicion especifica de higado de p107 altera los niveles de glucosa de ratones
expuestos por 11 semanas en HFD. (A) Concentracién de glucosa en sangre de ratones shLuciferasa
(n = 6) y shp107 (n = 6). (B) Concentracion de glucosa en sangre después de un ayuno de 12h en
ratones shlLuciferasa (n = 6) y shp107 (n = 6). (C) Prueba de tolerancia a la glucosa y su area bajo la
curva de ratones shLuciferasa (n = 6) y shp107 (n = 6) a la ultima semana de dieta. (D) Prueba de
tolerancia a la insulina y su area bajo la curva en ratones shlLuciferasa (n =6) y shp107 (n = 6) a la
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ultima semana de dieta. Los datos se expresan como media *SEM. Tras aplicar el T-test: * p < 0.05
entre los ratones shLuciferasa y shp107.

Para evaluar el estado metabolico, se midieron los niveles de triglicéridos y de colesterol
en suero. Se observo que los ratones shpl07 manifestaron una tendencia de disminucion de
estos lipidos circulantes (Figura 13A y 13B), aunque sin ser estadisticamente significativa.
Dada la relevancia de la comunicacion y flujos de sustratos metab6licos entre los principales
organos implicados en la homeostasis energética y metabodlica, estos experimentos iniciales
fueron desarrollados con el objetivo de evaluar el impacto sistémico y el cambio de metabolitos
circulantes consecuentes de la inhibicion de p107 en el higado. Sin embargo, diferente de lo
que se observo en los datos con ratones p107 KO globales, la inhibicion especifica de p107 en
higado no parece afectar significativamente el fenotipo y los niveles circulantes de lipidos en
estos animales. Aunque se note una bajada sistémica de glucosa, no se observa una mejora en
la respuesta a la insulina en los animales shp107.
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Figura 13. La inhibicion especifica de higado de p107 no altera los niveles circulantes de lipidos de
ratones expuestos por 11 semanas en HFD. (A) Niveles de TG en suero de ratones shLuciferasa (n =
5) y shp107 (n = 5). (B) Niveles de colesterol en suero de ratones shlLuciferasa (n = 6) y shp107 (n =
5).

2.2 LA INHIBICION DE P107 EN HIGADO DE RATONES CON OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA
PRODUCE UNA RESISTENCIA A LA ESTEATOSIS Y ALTERA EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA
EN HIGADO

Para evaluar el efecto de la deficiencia de pl07 en el metabolismo lipidico en higado,
analizamos mediante H-E y mediante la tincion oil-Red los depdsitos de grasa, que nos han
permitido visualizar una menor acumulacion lipidica en higado de los ratones con inhibicién
de pl107 hepatica (Figura 14A). Por otra parte pudimos observar una clara disminucion del
contenido hepatico de triglicéridos, lo que demuestra una prevencion frente a la esteatosis
hepética en los ratones shp107 (Figura 14B).

Para analizar la evolucién de la enfermedad hepatica con la dieta alta en grasa y para
detectar alguna aparicion de fibrosis, se utilizd la tincion Sirius Red para detectar la
acumulacion de colageno caracteristicos en la evolucion de MASLD a MASH (Figura 14C).
Aungue no estadisticamente significativos, se observa una tendencia de menor acimulo de
colageno en los ratones shp107 alimentados con HFD. Los datos histomorfoldgicos revelan que
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a nivel hepatico, la inhibicion de p107 promueve una resistencia al acimulo lipidico que
consecuentemente previene una progresion de la estatosis hepatica en estos animales.

A la vista de esos resultados encontrados, quisimos ahondar en mas detalle en las rutas
moleculares que podrian estar implicadas en el proceso de resistencia al acimulo de grasa
hepatica. Para ello, inicialmente, estudiamos los niveles proteicos de diferentes enzimas clave
en la LDN, asi como los factores de transcripcion que intervienen en su regulacion. Como
esperado y de forma similar a lo que fue descrito en el ratén KO global, la inhibicion de p107
en el higado produjo una disminucidn de las principales enzimas y FTs de la LDN como FAS,
pACC, ChREBP1, SREBP1 y SCD1 (Figura 14D). Por otra parte, PPARy un FT central
requerido para la adipogénesis, no presentd ningun tipo de alteracion.
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Figura 14. La inhibicion especifica de higado de p107 protege contra la esteatosis inducida por HFD
y mejora el metabolismo lipidico. (A) Tincion representativa de hematoxilina y eosina (panel
superior) y tincidn de Oil Red O (panel inferior) de secciones de higado de ratones y cuantificacion
de la tincién Oil Red O, shlLuciferasa (n = 6) y ratones shp107 (n = 6). (B) Niveles de triglicéridos
hepaticos, shLuciferasa (n = 5) y ratones shp107 (n = 6). (C) Tincién representativa de Sirius Red de
secciones de higado de ratones y cuantificacion de la tincidn Sirius Red, shLuciferasa (n =5) y ratones
shp107 (n = 5). (D) Expresion de proteinas del metabolismo de lipidos como FAS, ACC, pACC,
ChREBP1, SREBP1, SCD1 y PPARy en higado de ratones shLuciferasa (n = 6) y shp107 (n = 6) y las
imagenes representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p <0.05,
** p £0.01, *** p <0.001 entre los ratones shLuciferasay shp107.

Para estudiar si la disminucion del acimulo de grasa hepatica, podria ser también
consecuencia de un incremento de la lipdlisis o de 1a B-oxidacion, fueron analizados algunos de
los marcadores mas relevantes. Sin embargo, solo se observaron cambios, en una proteina
implicada en la lipolisis de TG y la p-oxidacion, PRDM16 cuya expresion se incrementaba
(Figura 15A). Los otros marcadores como PPARa, PGCla, HSL, pHSL y ATGL, no se
alteraron significativamente comparado a los controles.

Dado los datos obtenidos en los niveles circulantes de glucosa, quisimos realizar un
analisis de la expresion de diferentes proteinas esenciales en el metabolismo de la glucosa en
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higado. De forma interesante, observamos una clara activacién de pPDH, GLUT2, GCK y
PCK1 (Figura 15B). Eso nos lleva a hipotetizar que la inhibicidn de p107 especifica en higado,
parece incrementar la captacion celular de glucosa con la activacion de los transportadores de
glucosa GLUT2, con el aumento de la fosforilacion de AKT y con la expresion de pPDH, GCK
y PCKZ1, enzimas importantes en la regulacion del metabolismo de la glucosa. Estos resultados
demuestran un posible efecto positivo de la ausencia de p107, a que la activacion de AKT es
importante para la regulacion del metabolismo de glucosa y de la grasa.
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Figura 15. Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de (A) marcadores lipoliticos como
PPARa, PGCla, HSL, pHSL, PRDM16 y ATGL; y (B) marcadores de metabolismo de glucosa como IRS,
pIRS, AKT, pAKT, mTOR, pmTOR, pPDH, p70, GLUT2, GCK, G6Pasa y PCK1 en higado de ratones
shLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 7) en HFD y las imagenes representativas. Los datos se expresan
como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 entre los ratones
shLuciferasa y shp107.

2.3 LA INHIBICION DE P107 EN HIGADO DE RATONES CON HFD PRODUCE CAMBIOS EN
PROTEINAS IMPLICADAS EN EL METABOLISMO DE LiPIDOS Y GLUCOSA EN EL TEJIDO ADIPOSO

Los niveles de grasa hepatica estdn determinados por la cantidad de lipidos que el higado
produce o absorbe de la circulacion (provenientes de la alimentacion o de la lipolisis del tejido
adiposo blanco), y de la capacidad del higado para exportarlos o metabolizarlos. Ademas, el
tejido adiposo blanco (TAB) es fundamental para determinar los flujos de lipidos al higado
tanto en un estado de ayuno como en un estado de alimentacion.

Dada esta relacion entre tejido adiposo e higado y como la inhibicion especifica de p107,
modifica las rutas de metabolismo de lipidos y glucosa en el higado, quisimos averiguar Si
también tendria efectos sobre el tejido adiposo blanco epididimal y subcutaneo, considerando
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que el equilibrio entre estos tejidos y el higado es esencial. Ya que los ratones con inhibicion
de p107 en higado son resistentes a un acimulo de grasa en higado, esperabamos todavia un
cambio mas robusto en las rutas de metabolismo de glucosa y de lipidos en el tejido adiposo
blanco (TAB).

Inicialmente mediante analisis histomorfologico mediante tincién H-E evaluamos el
tamafio de los adipocitos del tejido adiposo blanco epididimal de los ratones shpl07 y sus
controles. Sin embargo, no observamos diferencias significativas de tamafio de estos adipocitos
(Figura 16A). Al realizar el analisis molecular, observamos que la inhibicion de p107 en higado
produce un incremento de proteinas involucradas en la lipogénesis de los adipocitos blancos
epididimales (Figura 16B). Curiosamente, como el higado también puede enviar sefiales al
tejido adiposo blanco para modular el metabolismo lipidico, eso nos sugiere, la presencia de un
posible mecanismo compensatorio que evitaria la activacion de la LDN en higado impidiendo
el acimulo de grasa en el tejido hepatico.
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Figura 16. (A) Tincidn representativa de hematoxilina y eosina del adipocito epididimal y tamafio de
los adipocitos (um?). (B) Cuantificacion e imagenes representativas obtenidas del western blot de
marcadores lipogénicos, como FAS, ACC, pACC, ChREBP1, SREBP1, SCD1 y PPARy. Los datos se
expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05, *** p < 0.001 entre los ratones
shLuciferasa y shp107.

En cuanto a las proteinas implicadas en la lipdlisis, solamente vimos un claro
incremento estadisticamente significativo en ATGL sin cambios en el resto de las proteinas
estudiadas (Figura 17A).

Para ahondar aun mas en la caracterizacion, analizamos la expresion de varias proteinas
relacionadas con la regulacion de glucosa. Encontramos un incremento significativo en los
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ratones shp107 de mTOR, pmTOR, FOXO01, y pFOX01 en TABep (Figura 17B). Dentro de los
adipocitos, FOX01 esta caracterizado por regular la homeostasis energética a través de la
modulacion del tamafio de los adipocitos y las adaptaciones a la ingesta calorica ya que la via
mTOR, controla el metabolismo de los lipidos y la formacion y el mantenimiento de los
adipocitos. Datos muy consistentes que demuestran la relevancia de p107 en higado y sus
efectos en diferentes tejidos que estan involucrados en el metabolismo lipidico y de glucosa.
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Figura 17. (A) Cuantificacion e imagenes representativas obtenidas por western blot de marcadores
lipoliticos como PPARa, PGCla, FGF21, HSLy ATGL; (B) marcadores de metabolismo de glucosa como
AKT, pAKT, MTOR, pMTOR, GLUT4, pGSK3, FOX01 y pFOX01 en TABep de ratones shLuciferasa (n =
6) y shp107 (n = 6) y las imagenes representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras
aplicar el T-test: *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p< 0.001 entre los ratones shLuciferasa y shp107.

Con los cambios significativos en la ruta del metabolismo de lipidos y de la glucosa en
el tejido adiposo blanco epididimal de ratones en HFD, buscamos valorar los posibles efectos
en el tejido adiposo blanco subcutdneo (TABsc). El tejido adiposo subcutdneo ha sido
relacionado con el browning y con una mayor actividad metabdlica. Por ello nos propusimos
analizar los efectos en TABsc.

Primeramente, evaluamos el tamafio de los adipocitos del tejido adiposo blanco
subcutaneo de los ratones shp107 y sus controles. Su analisis morfologico revel6 una hipoplasia
significativa de adipocitos en los ratones shpl07 en comparacion con los controles (Figura
18A). Es ampliamente reconocida la capacidad del TABsc pasar por el proceso de
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amarronamiento. En este proceso, ocurre un incremento de la actividad termogeénica en TABSc,
provocando un cambio morfoldgico de los adipocitos.

A continuacion, analizamos la expresion de las principales proteinas involucradas en la
LDN. Se encontré un claro incremento de FAS, estadisticamente significativo y una tendencia
en pACC. Sin embargo, no encontramos cambios en las otras proteinas estudiadas (Figura 18B).
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Figura 18. (A) Tincidn representativa de hematoxilina y eosina del adipocito subcutaneo y tamafio
de los adipocitos (umz2). (B) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de marcadores
lipogénicos, como FAS, ACC, pACC, ChREBP1, PPARy y pAMPKa. Los datos se expresan como media
1+SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05 entre los ratones shLuciferasa y shp107.

En cuanto a marcadores de lip6lisis y f-oxidacion no observamos cambios significativos
(Figura 19A). Sin embargo, en los marcadores de browning, si bien vemos un claro incremento
de FGF21 juntamente con PRDM16 en los ratones shpl07 (Figura 19B), no se ve ningln
cambio significativo en UCP1. Indicando que la ausencia de p107 en higado tiene un efecto
mas discreto en el amarronamiento del tejido adiposo blanco subcutaneo que el que observamos
en el animal p107 KO global (Datos no mostrados, aparecen en la tesis de Juan Cufiarro).

Por otra parte, en relacion a proteinas involucradas en el metabolismo de la glucosa,
encontramos un incremento de los niveles de AKT, el ratio pAKT/AKT que indica que la
activacion de la via disminuye (Figura 19C).
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Figura 19. (A) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de marcadores lipoliticos como
PPARa, HSL, pHSL, LPL; y (B) marcadores de amarronamiento del tejido adiposo blanco subcutaneo
como PGCla, FGF21, PRDM16y UCP1; y (C) marcadores de metabolismo de glucosa como AKT, pAKT,
GLUT4 y FOX01 en TABsc de ratones shLuciferasa (n = 6) y shp107 (n = 6) en HFD y las imagenes
representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05, ** p <
0.01 entre los ratones shLuciferasa y shp107.
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3 EFECTOS DE LA INHIBICION ESPECIFICA DE P107 EN
HIGADO SOBRE EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO EN UN
MODELO DE MASLD INDUCIDO POR CDHFD

Habiendo estudiado las acciones de p107 en el raton KO global y sometido a dieta CD-HFD,
nos propusimos averiguar cuales serian las consecuencias de inhibir la expresion de p107
Unicamente en higado en un estadio mas avanzado de enfermedad hepaética.

3.1 LA INHIBICION DE P107 EN HIGADO DE RATONES SOMETIDOS A CDHFD DEMUESTRA UNA
MEJOR SENSIBILIDAD A LA INSULINA

Los ratones fueron sometidos a una dieta alta en grasa 45% sin colina por 14 semanas. La dieta
CDHFD fue introducida a los ratones, tras 6 semanas de la administracion del lentivirus. Se
evaluo el nivel de inhibicion de la expresion de p107 en los animales (Figura 20A).

Durante las 20 semanas de seguimiento de peso y composicion corporal, hemos visto
que la inhibicién de p107 en higado en los ratones tratados con CDHFD no produce diferencias
destacadas en el incremento semanal de peso corporal en estos ratones (Figura 20B), tampoco
alter6 la composicién corporal de los ratones shpl07 comparados a los shLuciferasa (Figura
20C).
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Figura 20. La inhibicidn especifica de higado de p107 no altera el peso corporal de ratones expuestos
por 14 semanas con una CDHFD. (A) Nivel de expresidn relativa de p107 en higado de ratones
shLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 4). (B) Incremento de peso corporal durante 14 semanas con
CDHFD, ratones shLuciferasa (n = 8) y shp107 (n = 8). (C) Composicidon de masa grasa y no grasa en
los ratones shLuciferasa (n = 8) y shp107 (n = 8) al final del experimento

El siguiente paso fue comprobar si la inhibicion de p107 en higado es capaz de mejorar
la homeostasis de la glucosa en una dieta CDHFD. No observamos cambios significativos en
los niveles de glucosa en sangre de los animales alimentados ad libitum (Figura 21A). Tampoco
encontramos diferencias significativas en los niveles de glucosa entre los ratones en ayuno
(Figura 21B). En la GTT (Figura 21C), no encontramos diferencias entre los grupos. Sin
embargo, en la prueba de tolerancia a la insulina, observamos una mejor respuesta a la
adminsitracién de insulina con mayor disminucién de los niveles de glucosa en el grupo shp107
comparado con los controles a los 30 y 60 minutos y en el AUC (Figura 21D). Con el objetivo
de estimar la gluconeogénesis hepatica, hicimos la prueba de tolerancia al piruvato. Sin
embargo, salvo a los 15 minutos tras administracion, no encontramos diferencias significativas
entre los dos grupos (Figura 21E).
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Figura 21. Los ratones con inhibicion de p107 en higado, tratados con CDHFD presentan una mejor
sensibilidad a la insulina. (A) Concentracion de glucosa en sangre de ratones shLuciferasa (n =8) y
shp107 (n = 8) con 14 semanas en CDHFD. (B) Concentracion de glucosa en sangre después de un
ayuno de 12h en ratones shlLuciferasa (n = 8) y shp107 (n = 8). (C) Prueba de tolerancia a la glucosay
su area bajo la curva de ratones shLuciferasa (n =8) y shp107 (n = 8). (D) Prueba de tolerancia a la
insulina y su area bajo la curva en ratones shLuciferasa (n =8) y shp107 (n = 8). (E) Prueba de
tolerancia al piruvato y su area bajo la curva de ratones shLuciferasa (n =8) y shp107 (n = 8). Los
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datos se expresan como media $SEM. Tras aplicar el T-test: * p < 0.05 entre los ratones shLuciferasa
y shp107.

Para evaluar los parametros lipidicos de estos animales, se midi6 los niveles de
triglicéridos y de colesterol en suero. El analisis de triglicéridos en suero no revelé cambios
significativos a pesar de una sutil bajada vista en ratones inyectados con lentivirus shp107
(Figura 22A). Sin embargo, se observo una bajada significativa de los niveles circulantes de
colesterol en estos animales (Figura 22B).
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Figura 22. Los ratones con inhibicion de p107 en higado, tratados con CDHFD presentan bajos niveles
circulantes de lipidos. (A) Niveles de TG en suero de ratones shLuciferasa (n = 8) y shp107 (n = 8) con
14 semanas en CDHFD. (B) Niveles de colesterol en suero de ratones shLuciferasa (n = 8) y shp107 (n
= 8) con 14 semanas en CDHFD. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: * p
< 0.05 entre los ratones shlLuciferasa y shp107.

3.2 LA INHIBICION DE P107 EN HIGADO DE RATONES SOMETIDOS A CDHFD DISMINUYE EL
ACUMULO LIPIDICO Y ALTERA EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN HIGADO

Los andlisis histolégicos y la cuantificacion de la tincion Oil Red O. nos mostraron una menor
acumulacién de grasa en higado en los ratones con inhibicion de p107 hepatica y alimentados
con CDHFD (Figura 23A). Ademas, se observa una bajada en los niveles de triglicéridos
hepaticos en los ratones shpl07 (Figura 23B). Como la CDHFD puede llevar a comienzo de
fibrosis hepética, esta condicién también fue evaluada histologiacamente a través del Sirius
Red, sin embargo no se vieron cambios significativos en la acumulacion de colageno (Figura
23C), entre los ratones shpl07 y los controles. Como sabemos que esta dieta promueve un
acumulo rapido e importante de grasa en el higado, la inhibicion de p107 puede no ser efectiva
en este caso de fibrosis.

Profundizando en las vias moleculares, investigamos la expresion de diferentes
proteinas clave en la lipogénesis de novo. De manera destacada, y como ya habiamos visto en
estudios previos de nuestro grupo con ratones shpl07 en HFD, la inhibicién de p107 en el
higado produjo una disminucion de las principales enzimas de la lipogénesis como son FAS y
ACC y ademas en este caso SCD1 que también se encontraba disminuida (Figura 23D). A pesar
de esto, el FT SREBP1 y ChREBP1 no presentaron cambios comparados a los controles
shLuciferasa.
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Figura 23. Lainhibicidn especifica de higado de p107 protege contra la esteatosis inducida por CDHFD
y mejora el metabolismo hepatico de la glucosa. (A) Tincidn representativa de hematoxilina y eosina
(panel superior) y tincion de Oil Red O (panel inferior) de secciones de higado de ratones y
cuantificacion de la tincion Oil Red O, shLuciferasa (n = 8) y ratones shp107 (n = 8). (B) Niveles de
triglicéridos hepaticos, shLuciferasa (n = 8) y ratones shp107 (n = 8). (C) Tincion representativa de
Sirius Red de secciones de higado de ratones y cuantificacion de la tincion Sirius Red, shLuciferasa (n
= 8) y ratones shp107 (n = 8). (D) Marcadores lipogénicos, como FAS, ACC, pACC, ChREBP1, SREBP1,
SCD1 y PPARy en higado de ratones shlLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 7) y las imagenes
representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05, ** p <
0.01, entre los ratones shLuciferasa y shp107.

A continuacion, evaluamos los marcadores de lipdlisis en higado. Solamente
observamos un incremento de HSL en los ratones con inhibicidn especifica de p107 en higado
(Figura 24A). Diferente de lo que se observa en HSL, los valores de ATGL parecen méas bajos
en los ratones shpl07. PPARa no presentd ningln tipo de cambio. Por Gltimo, evaluamos
cambios en marcadores del metabolismo de glucosa. Al contrario de lo observado en los ratones
shp107 en HFD, solamente FOX01 presentd una disminucion en el grupo shpl07 (Figura 24B)
cuando son alimentados con CDHFD.
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Figura 24. Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de (A) marcadores lipoliticos como
PPARa, ATGL, HSL; y (B) marcadores de metabolismo de glucosa como AKT, pAKT, mTOR, pMTOR,
GLUT2, FOX01 y pFOX01 en higado de ratones shLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 7) en CDHFD y las
imagenes representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05
entre los ratones shLuciferasa y shp107.

3.3 ACCIONES DE LA INHIBICION DE P107 EN HIGADO DE RATONES SOMETIDOS A CDHFD EN
EL METABOLISMO DE LiPIDOS Y GLUCOSA EN TABEP Y TABsc

El siguiente paso fue evaluar como la inhibicion especifica de p107 en higado afectaria el TAB.
Primeramente, y tras el analisis histolégico medimos el tamafio de los adipocitos del tejido
adiposo blanco epididimal de los ratones shp107 y sus controles. Sin embargo, no observamos
diferencias significativas de tamafio (Figura 25A). A nivel molecular no encontramos cambios
significativos en la expresion de los marcadores de LDN como FAS, CHRBP1 o SREBP1. Sin
embargo, hubo un aumento estadisticamente significativo de la forma fosforilada de ACC
(Figura 25B). Podemos ver claramente que mientras en el higado habia una disminucién de los
marcadores de lipogénesis de los shp107, en TABep notamos un aumento de estos marcadores.
Esta respuesta antagonica sugiere fuertemente, que los animales con inhibicién de p107 en
higado, presentan una actividad lipogénica aumentada en TABep que evita un posible
desequilibrio con el tejido hepatico, impidiendo la activacion de la LDN en higado, siendo mas
resistente al desarrollo de la esteatosis hepatica.
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Figura 25. (A) Tincidn representativa de hematoxilina y eosina del tejido adiposo epididimal y
tamano de los adipocitos (um2). (B) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de
marcadores lipogénicos, como FAS, ACC, pACC, ChREBP1, SREBP1, SCD1 y PPARy. Los datos se
expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05 entre los ratones shlLuciferasay shp107.

En cuanto a los marcadores lipoliticos, de nuevo no hay cambios significativos en los
marcadores analizados ATGL y HSL, salvo un ligero aumento de PPARa en los ratones con
inhibicién hepatica de p107, aunque el valor no es significativo (Figura 26A). Por altimo, se
observé un incremento de FOX01 y GLUT4, en los ratones shp107 (Figura 26B). El incremento
de FOXO01 puede indicar una diferenciacion de los adipocitos y regular positivamente la
expresion de GLUT4 y adiponectina. Sin embargo, de forma general podemos concluir con los
resultados obtenidos la consistente y robusta actividad inversa del tejido adiposo blanco (TAB)
en el metabolismo lipidico y de la glucosa comparada al tejido hepético de los ratones con la
ausencia de p107 en higado.
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Figura 26. (A) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de marcadores lipoliticos como
PPARa, ATGL, HSL; y (B) marcadores de metabolismo de glucosa como AKT, pAKT, mTOR, pmTOR,
GLUT4, FOX01 en TABep de ratones shLuciferasa (n = 7) y shp107 (n = 7) en CDHFD y las imagenes
representativas. Los datos se expresan como media +SEM. Tras aplicar el T-test: *p < 0.05**, p<0.01
entre los ratones shLuciferasa y shp107.

De nuevo y dada la relevancia del browning, evaluamos el tejido adiposo blanco
subcutaneo de los ratones shp107 y sus controles. Diferente de lo que se observé del TABsc
de los animales HFD, los adipocitos de los shp107 CDHFD no presentan una disminucion de
su tamafio (Figura 27A). Por otro lado, en el estudio molecular no encontramos cambios en las
enzimas de la LDN tras la inhibicidn de p107 en el higado en un modelo de CDHFD (Figura

27B).
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Figura 27. (A) Tincidn representativa de hematoxilina y eosina del adipocito subcutaneo y tamafio
de los adipocitos (um2). Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de (B) marcadores
lipogénicos, como FAS, ACC, pACC, ChREBP1, SREBP1 y PPARYy. Los datos se expresan como media
+SEM.

Centrandonos en la oxidacion de AGs y en la lipdlisis, se midieron los niveles de
expresion de proteinas implicadas en estos mecanismos. Encontramos un incremento de los
niveles de PPARa, PGCla y LPL, aunque no sean significativos (Figura 28A). Medimos
también las proteinas involucradas en el metabolismo de la glucosa en TABsc.
Interesantemente, los niveles de AKT y Glut4 estdn aumentados en este tejido, como observado
en TABsc de los ratones shpl07 alimentados con HFD (Figura 28B). Lo que demuestra um
posible papel de proteccion contra la intolerancia a la glucosa, ejercido por TABsc para la
manutencidn de la homeostasis sistémica de la glucosa.
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Figura 28. (A) Cuantificacion de imagenes obtenidas por western blot de marcadores lipoliticos como
PPARa, PGCla, FGF21, HSL, pHSL, LPL, PRDM16, ATGL y UCP1; y (B) marcadores de metabolismo de
glucosa como AKT, pAKT, mTOR, pmTOR, GLUT4, FOX01 y pAMPKa en TABsc de ratones shLuciferasa
(n=7)yshpl07 (n =7) en CDHFD y las imagenes representativas. Los datos se expresan como media
1+SEM. Tras aplicar el T-test: *p <0.05, ** p <0.01 entre los ratones shLuciferasa y shp107.
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DISCUSION

En la actualidad, se encuentra ampliamente aceptada la relacion de p107 (miembro de
la familia de las PP) con el metabolismo energético. Como ha sido presentado anteriormente en
este trabajo, p107 ejerce acciones en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa, ademas de
actuar en diferentes tejidos regulando la proliferacion y diferenciacion celulart®2207.213 A nivel
sistémico, ha sido demostrado que la inhibicién global de p107 promueve diferentes beneficios
a ratones alimentados con una dieta alta en grasa HFD 60%. Estos animales muestran un mayor
gasto energético debido a un incremento de la termogénesis, que estd mediada principalmente
por el tejido adiposo marrén (TAM) y el “amarronamiento” del tejido adiposo blanco (TAB).
Ademas, se observa una resistencia a los efectos provocados por una dieta alta en grasa, lo que
resulta en un fenotipo mas delgado y una adiposidad reducida en comparacion con los ratones
controles. Otro dato importante, es la mejora del perfil lipidico y del metabolismo de la glucosa.
El perfil lipidico de los ratones p107 KO presenta concentraciones reducidas de triglicéridos y
colesterol circulantes y una menor deposicion de lipidos en el higado. Asimismo, estos ratones
muestran un metabolismo de la glucosa mejorado y una mayor sensibilidad a la insulina, en
particular cuando son expuestos a una HFD, lo que se evidencia por niveles mas bajos de
glucosa en sangre y una mejor respuesta a la insulina, lo que contribuye positivamente a la salud
metabdlica general®3,

Dada la relevancia de los efectos positivos en la prevencion de la esteatosis hepatica en
los ratones p107 KO global, el presente estudio buscé investigar si los posibles cambios a nivel
hepético venian acompafiados en modificaciones del metabolismo del tejido adiposo.

Silenciamiento global de p107, homeostasis energética y metabdlica.

En el primer momento de este estudio, nos propusimos investigar si la inhibicion global
de p107 afectaria los ratones alimentados con CDHFD, que lleva a un estadio mas avanzado de
la esteatosis hepatica. Como observado anteriormente en los ratones p107 KO alimentados con
HFD, estos animales son mas resistentes a la ganancia de peso y presentan un fenotipo mas
delgado comparado a los controles WT. También observamos a nivel sistémico, que la delecion
global de p107 influye en la tolerancia a la glucosa, en la sensibilidad a la insulina y en los
niveles de lipidos circulantes. Estos ratones son mas tolerantes a la glucosa, responden mejor a
la insulina y presentan niveles mas bajos de triglicéridos y colesterol en suero. Ademas, a nivel
histologico, encontramos cambios significativos tanto en los hepatocitos como en los
adipocitos. Los ratones pl07 KO presentaron una menor acumulacion de grasa en los
hepatocitos, como una disminucion del tamafio de los adipocitos del tejido epididimal y
subcutaneo.

A nivel molecular, intentamos investigar las vias de sefializacion alteradas por la
ausencia de p107, tanto en el higado como en el tejido adiposo blanco. Como estos animales
presentan un fenotipo tan marcado, delgados y con bajo porcentaje de grasa, esperabamos
cambios robustos en algunas de las posibles vias metabolicas implicadas. Dentro del tejido
hepético, se observé una bajada significativa de la lipogénesis de novo. Por otra parte se
evidencia una activacién de la via PI3K-AKT, un dado relevante ya que estos animales
presentan una mejor respuesta a la insulina y son mas tolerantes a la glucosa. En el tejido
adiposo blanco, tanto epididimal como subcutaneo, podemos ver la activacion de vias lipoliticas
y de B-oxidacion. Esta informacidn es de gran importancia ya que apunta mecanismos capaces
de redistribuir los lipidos circulantes para el TAB, evitando que lleguen al higado. Sin embargo,
es importante destacar que los animales pl07 KO, son ratones que constitutivamente no
expresan pl07. De esta forma desde su nacimiento el organismo busca mecanismos
compensatorios para que el animal prosiga su desarrollo fisioldgico.
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Con los datos obtenidos en el raton p107 KO, quisimos averiguar la implicacion de la
ausencia de p107 especificamente en higado sobre el metabolsimo tanto del higado como del
tejido adiposo, dada la importancia de la intercomunicacion entre ambos érganos.

Inhibicion hepatica de pl07 tras HFD. Efectos hepaticos relacionados con
homeostasis energética y metabdlica.

Partiendo de los datos de los ratones KO alimentados con HFD y presentados en tesis
anteriores del grupo, comenzamos estudiando los efectos especificos de la inhibicion de p107
en higado, en ratones alimentados con HFD 60% y evaluamos su impacto en el desarrollo de la
esteatosis hepatica e intolerancia a la glucosa en un modelo de raton obeso. A nivel de
homeostasis energética, no observamos cambios en el peso corporal de los ratones shp107. Este
dato no es sorprendente dado que otros estudios, demuestran que una inhibicion especifica de
determinadas proteinas en el higado, no es capaz de alterar la ingesta de alimentos y el peso
corporal de ratones?*®. Tampoco notamos una mejora en la sensibilidad a la glucosa y a la
insulina y en los niveles de lipidos circulantes. Sin embargo, nuestros resultados muestran que
los ratones shpl07 presentan niveles fisioldgicos de glucosa mas bajos que sus controles
shLuciferasa tanto en ad libitum como en ayuno. Cuando comparamos estos datos con los
resultados observados con ratones p107 KO global??, podemos pensar que la falta de cambios
significativos en el fenotipo de los ratones shp107, estd directamente relacionada a un efecto
restringido a la inhibicion parcial de p107 en higado.

Por todo ello, para este trabajo utilizamos el modelo de vectores virales, para explorar
los efectos fenotipicos restringidos al tejido hepatico en dos modelos de higado graso. El primer
hallazgo relevante fue la disminucion del acimulo de grasa en tejido hepatico de los ratones
shpl107. Nuestros resultados histomorfoldgicos muestran que la delecion especifica de p107 en
hepatocitos provoca una disminucion del acimulo de grasa en el higado. Ademas, a nivel
molecular, evaluamos los distintos biomarcadores de activacion de la LDN en el tejido hepatico.
Dentro de las principales proteinas reguladoras de la LDN hepatica, observamos una bajada de
la expresion de FAS, pACC, SCD1, SREBP1y ChREBPL1 en los ratones shp107 y coincidentes
con el KO global, indicando las acciones directas de pl07 sobre higado y que no son
dependientes de la ausencia de pl07 en el tejido adiposo. Y que demuestran un efecto
beneficioso contra la esteatosis hepatica ya demostrado en otros estudios?'%22°, Este hallazgo
nos lleva a pensar en posibles farmacos 0 compuestos capaces de actuar sobre estas proteinas,
inhibiendo su actividad y de esta forma resultando en una menor actividad de la LDN hepatica.
Actualmente, dado el papel fundamental de las enzimas ACC en la LDN, algunos ensayos
clinicos estan centrados en posibles inhibidores especificos de ACC como alternativas para
reducir las tasas de LDN y de esta forma limitar el acimulo de grasa en el higado??*.

En cuanto a los efectos en el metabolismo de la glucosa, nuestros resultados obtenidos
demuestran un incremento en la expresion de pMTOR, pPDH, GLUT2, GCK, PCK1. Como la
resistencia a la insulina impulsa la LDN en la MASLD, una mejora en el metabolismo de la
glucosa influye directamente en la resistencia al aumento de grasa hepatica. La insulina actla
estimulando la actividad de la glucogeno sintasa, que ayuda a almacenar el exceso de glucosa
como glucdgeno, lo que reduce la cantidad de glucosa disponible para la conversion en grasa®’e.
Esos efectos podrian ser consecuencia del incremento observado de GLUT2 y GCK. Ademas,
esta mejora en el metabolismo de glucosa, corrobora con los niveles de glucosa circulantes mas
bajos en los ratones shp107. Otro hallazgo interesante es el incremento de PCKL1, esencial para
el mantenimiento del metabolismo lipidico y la homeostasis de la glucosa. Se ha visto que la
pérdida de PCK1 activa la via de sefializacion RhoA/PI3K/AKT, que conduce a una mayor
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expresion de genes lipogénicos y sintesis de lipidos, lo que contribuye al desarrollo de la
esteatosis y de fibrosis???, con lo que un analisis de estas vias podria confirmar esas acciones.

Inhibicion hepatica de pl07 tras HFD. Efectos en TABep relacionados con
homeostasis energética y metabdlica.

Para ello evaluamos el metabolismo de lipidos y de la glucosa en TAB epididimal de
los ratones shp107 alimentados con HFD 60%. En condiciones fisioldgicas, la lipogénesis de
novo en el TAB ocurre principalmente después de la ingesta de alimentos, en particular cuando
hay un exceso de carbohidratos. La glucosa ira convertirse en acidos grasos cuando la ingesta
de energia excede el gasto energético. Es importante destacar que el proceso es estimulado por
lainsulina, que promueve la captacion de glucosa en los adipocitos, activa las proteinas de LDN
y inhibe la lipdlisis, lo que fomenta el almacenamiento del exceso de energia en forma de grasa
175223 Sin embargo, en el contexto de la obesidad, la capacidad de realizar la LDN se ve
afectada, este proceso esta suprimido en el TAB, lo que estd vinculado a la resistencia a la
insulina. Como los animales de nuestro estudio fueron alimentos con una dieta alta en grasa por
varias semanas, consecuentemente ellos aumentaron significativamente el peso y desarollaron
una resistencia a la insulina, observada en la ITT. Este es otro factor que nos lleva a creer en el
papel de la inhibicion de p107 en el metabolismo lipidico en TAB. El primer resultado nos
Ilam¢ especialmente la atencion, debido al claro aumento de todas proteinas clave de la LDN
como son FAS, ACC, ChREBP1, SREBP1 y SCD1 en el TAB de estos ratones comparado al
grupo control. Al analizar las proteinas relacionadas con la lipdlisis, sin embargo, no
observamos ningn cambio significativo en las principales proteinas, solamente se observa un
incremento de ATGL.

Otros datos a destacar, es el incremento de MTOR, pMTOR, FOX01, pFOX01 y una
tendencia de aumento de pAKT y GLUT4. Es importante recordar que MTOR se integra a dos
complejos, nMTORC1 y mTORC2. mTORC es crucial para el crecimiento celular y los procesos
anabolicos en los adipocitos blancos. La ausencia de mTORCL1 en los adipocitos puede generar
problemas metabolicos sistémicos, como resistencia a la insulina y esteatosis hepatica, que son
similares a los trastornos de lipodistrofia humana??422>, Ademas, mTORCI1 influye en las vias
de sefializacidn de la insulina. La via PISBK/AKT es vital para las funciones metabdlicas del
tejido adiposo blanco, ya que influye en el almacenamiento de energia, la adipogénesis y la
comunicacion con otros tejidos metabélicos??6. Por ejemplo, la pérdida de mTORC1 puede
afectar la sefializacion de AKT, que consecuentemente afectara al mantenimiento del tejido
adiposo. Otra proteina que demostréd un incremento significativo en los ratones shpl107, es
FOX01. FOX01 se expresa en gran medida en el tejido adiposo visceral y es crucial para el
almacenamiento de triglicéridos en los adipocitos blancos, en la diferenciacion de los
preadipocitos en adipocitos maduros y en la movilizacidon de energia en respuesta al estado
nutricional®?":228, La tendencia de incremento de GLUT4, es un factor importante, dado que
GLUT4 es un transportador de glucosa clave que media la captacion de glucosa estimulada por
insulina en los adipocitos blancos??3. Dentro de las proteinas descritas anteriormente, vale
destacar la interaccion entre GLUT4 y PPARY, muy significativa en el contexto de la obesidad.
Esta descrito que la actividad reducida de GLUT4 puede conducir a un aumento de los acidos
grasos libres en circulacion, lo que, combinado con la lipogénesis mediada por PPARy,
exacerba la deposicion de grasa hepatica y la esteatosis'63.

Inhibicion hepatica de pl107 tras HFD. Efectos en TABsc relacionados con
homeostasis energética y metabdlica.
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Para seguir ahondando en el efecto de la inhibicion de p107 en higado sobre la esteatosis
hepatica, exploramos que ocurria con el TABsc. Este tejido es caracterizado por la capacidad
de regular la temperatura corporal convirtiendo los adipocitos blancos en marrones, proceso
conocido como amarronamiento. Como ya descrito en la bibliografia, el TABsc como el TABep
es crucial para regular el equilibrio energético de todo el cuerpo, lo cual es esencial para
prevenir trastornos metabélicos como la MASLD?%, Estudios recientes demuestran que la
disfuncion de TABsc, mas especificamente la capacidad adipogénica de TABsc, puede
conducir a un acimulo de grasa ectopica en el higado??. Sin embargo, se ha visto también que
individuos con MASLD presentan una hipertrofia de los adipocitos del TABsc?%231, Por lo
tanto TABsc ayuda a controlar el metabolismo de la glucosa y de los lipidos, lo que influye en
la salud del higado®?. Sin embargo, el TABep y TABsc poseen diferentes funciones y
caracteristicas como, liberacion de &acidos grasos, sensibilidad a la insulina, produccion de
diferentes adipocinas y papel en la homeostasis energética sistémica?32233, Interesantemente, en
este trabajo vemos una disminucion del tamafio de los adipocitos de TABsc de los ratones
shp107 comparados a los controles sin embargo, no present6 grandes cambios en la expresion
de las proteinas involucradas con la lipogénes de novo (LDN). Se ve solamente un incremento
de FAS. Por otro lado, podemos observar un incremento de FGF21 y PRDM16, dos importantes
proteinas de funcion directa en la lipdlisis, sensibilidad a la insulina y amarronamiento de TAB.
Aungue observamos un proceso opuesto en los adipocitos de TABep, estas alteraciones
encontradas en TABsc tienen un beneficio potencial para el metabolismo energético. La
disminucion del tamario de los adipocitos blancos ocurre tipicamente durante la perdida de peso
o0 durante la restriccion calorica, donde hay una movilizacion de la grasa almacenada para
obtencion de energia. Este proceso es facilitado principalmente por la lipdlisis, que promueve
la descomposicion de los triglicéridos en glicerol y acidos grasos, que luego se liberan en el
torrente sanguineo para uso energético342%°, Algunos estudios recientes demuestran un
importante papel de FGF21 y PRDM16 en la lipélisis del TABsc?62%7, En el tejido adiposo
blanco subcutaneo, FGF21 desempefia un papel en la mejora de la sensibilidad a la insulina y
lareduccion de la esteatosis hepatica. FGF21 activa las vias de sefializacion descendentes, como
la sefializacion de la MAP quinasa, crucial para procesos como la captacion de glucosa®8. En
paralelo, PRDM16 mejora la oxidacion de acidos grasos en los adipocitos, lo que es necesario
para estimular la diferenciacién de adipocitos beige y suprimir la fibrogénesis. Se ha visto que
en animales jovenes, la pérdida de PRDM16 imita los efectos del envejecimiento, promoviendo
la fibrosis e inhibiendo la formacién de grasa beige. Algunas publicaciones describen un
importante papel tanto de FGF21 como PRDM16 en el proceso de amarronamiento de
TABsc?2239, Sin embargo, referente a este tema, no podemos confirmar que haya un proceso
de amarronamiento del TABsc en los ratones shpl07, ya que no vimos un aumento de la
expresion de UCPl y PGCla, proteinas esenciales para la biogénesis mitocondrial y
involucradas en el oscurecimiento del TAB2%,

Estos primeros hallazgos de nuestro trabajo, demuestran que la inhibicién de p107 en
higado es capaz de modular la comunicacion de este tejido con el tejido adiposo blanco
epididimal y subcutaneo. De esta manera, la inhibicion especifica de p107 parece promover
cambios en la actividad del tejido adiposo blanco epididimal y subcutdneo de manera diferente.
Por ello, laalteracion de la actividad de TABep y TABsc se asocia a la disminucion del acimulo
de grasa en higado, mejorando el metabolismo de la glucosa y de los lipidos.

Inhibicion hepética de p107 tras CDHFD. Efectos hepaticos y en TAB relacionados
con homeostasis energética y metabdlica.
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La investigacion preclinica de MASLD se realiza principalmente en roedores, sin
embargo, aiin no se ha encontrado el modelo ideal que recapitule la enfermedad humana. De
todos modos, esta ampliamente aceptado el uso de modelos inducidos por dieta como HFD y
CDHFD. En cuanto al modelo de ratones con obesidad inducida por la dieta (HFD 60%),
sabemos que la obesidad provoca diferentes eventos a nivel sistémico que finalmente terminan
en el desarrollo de esteatosis hepética e incluso estadios mas avanzados de MASLD. El modelo
CDHFD (dieta rica en grasas y deficiente en colina) se caracteriza por conducir rapidamente al
desarrollo de una hepatitis esteatética asociada al metabolismo con fibrosis significativa, a
menudo en un plazo de 12 semanas o menos. Esta rapida progresiéon lo convierte en un
candidato solido para estudiar MASLD. Mencionada anteriormente, el modelo HFD (dieta alta
en grasas), por el contrario es eficaz para simular los aspectos metabdlicos de la MASLD,
generalmente da como resultado un fenotipo histolégico mas leve. Es decir, puede modelar
algunas caracteristicas metabdlicas, sin embargo no captura por completo la gravedad del dafio
hepatico observado en la MASLD humana. No obstante, es importante destacar que el modelo
CDHFD parece ser mas adecuado para estudiar la progresion fibrotica de MASLD en
comparacion con el modelo HFD, que puede no reflejar adecuadamente la gravedad histoldgica
240

Por ello en este trabajo quisimos simular un estadio mas avanzado de la enfermedad
hepética por lo que alimentamos a los ratones con una dieta CDHFD. Inicialmente analizamos
cambios fenotipicosy los efectos sistémicos de la inhibicion de p107 en el higado. Durante todo
el periodo de acesso a la dieta CDHFD, los animales no presentaron cambios en el peso
corporal, tampoco en la masa grasa y masa no grasa. Sin embargo, diferente de lo que
observamos en el modelo de HFD 60%, los ratones shpl07 alimentados con esta dieta
presentaron una mayor sensibilidad a la insulina y una menor concentracion de lipidos
circulantes en los ratones shp107 comparados a los controles. En los analisis histolégicos de
higado, observamos la disminucion en el acimulo de grasa en el tejido hepatico. Y a nivel
molecular y en consonancia con lo que encontramos en el modelo anterior, los ratones shp107
alimentados con CDHFD, también presentan una disminucion de proteinas involucradas en la
LDN, como FAS, ACC y SCD1. De esta forma, podemos confirmar que incluso en un modelo
mas agresivo en el acimulo de grasa, debido la deficiencia en colina, la inhibicion de p107 en
higado es capaz de proteger este tejido contra la esteatosis. Por otra parte, no observamos una
mejora en la fibrosis generada por esta dieta. Los ratones shp107 presentan niveles de fibrosis
similar a sus controles.

Sin embargo, en este caso los cambios producidos sobre el tejido adiposo son mas
discretos con un incremento de pACC y PPARYy en los ratones shp107 sobre el tejido adiposo
epididimal y un incremento de FOX01 y GLUT4. Este aumento es bastante similar a lo que
observamos de la expresion de estos dos marcadores en los ratones shp107 en HFD. Solamente
la expresion de pMTOR se contrasta a lo que observamos anteriormente en los ratones
alimentados con HFD. En este caso, los valores de pMTOR estan mas bajos en los ratones
shp107 alimentados con CDHFD. En cuanto al tejido adiposo subcutaneo, no pudimos ver
ningun cambio significativo. Cuando comparamos estos resultados con lo que encontramos en
ratones con HFD 60%, notamos que cuando sometidos a una CDHFD 45%, se observa
solamente cambios sutiles en la lipogénesis y en la lipolisis. Nada considerable como vimos en
los ratones alimentados con HFD 60%. El Gnico dato que nos llama la atencidn es el incremento
en AKT y GLUTA4. Este incremento fue similar al observado en los animales alimentados con
HFD.
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En conjunto, en la presente tesis se propone un nuevo rol de pl07 hepatico en la
comunicacion del higado con el tejido adiposo blanco, afectando el metabolismo lipidico y de
la glucosa en el higado. Hemos observado que principalmente en los ratones alimentados con
HFD, la inhibicién especifica de p107 en higado genera un beneficio especificamente en la
resistencia al desarrollo de la enfermedad hepética cronica. Como se representa en la Imagen
9, la inhibicion de p107 en higado genera un mecanismo que en conjunto con el tejido adiposo
blanco epididimal y subcutaneo, evita el acimulo de grasa en higado y ademas mejora el
metabolismo de la glucosa y de lipidos tanto en el higado como en el tejido adiposo blanco. A
nivel hepatico, se ve una disminucion de la LDN que esta directamente relacionada al acimulo
de grasa en el higado y una mejora del metabolismo de la glucosa con el aumento de la
expresion de proteinas claves en este proceso como, GLUT2, PCK1, GCK y mTOR.
Curiosamente, por otro lado en el TABep podemos observar un incremento de la LDN. Ademas,
notamos una mayor actividad de proteinas como FOX01, mTOR, AKT, PPARy y GLUT4. Un
dato bastante relevante dado que estas proteinas mejoran el metabolismo lipidico dentro del
TABep. Ya en el TABsc, los cambios parecen mas sutiles, sin embargo, siguen siendo
importantes, ya que FGF21 y PRDM16 son esenciales para mejorar la sensibilidad a la insulina
y para la oxidacién de AGs, respectivamente. Los mecanismos implicados en esta
comunicacion como hepatoquinas u otros metabolitos tienen que ser determinados en trabajos
futuros. Sin embargo, con estos resultados p107 se puede proponer como objeto de estudio y
como potencial diana terapéutica frente a MASLD.
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Imagen 9. Esquema resumen de los principales hallazgos de este estudio (elaboracion propia, mediante
Biorender).
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos durante la realizacion de esta tesis nos permiten establecer las siguientes
conclusiones:

» Ratones p107KO cuando alimentados con CDHFD 45%, presentan un fenotipo mas delgado,
mejor tolerancia a la glucosa, mejor sensibilidad a la insulina y disminucién del acimulo de grasa
hepatica.

» Lainhibicién de p107 en higado promueve la disminucion del acimulo de grasa en el higado
de animales alimentados tanto con HFD 60% como CDHFD 45%.

» El silenciamiento de p107 hepatico en ratones no afecta la fibrosis inducida por CDHFD
45%.

» El silenciamiento de p107 hepatico tanto en animales alimentados con HFD como con
CDHFD, disminuye la LDN en higado y la incrementa en el TABep lo que conlleva mejora de la
homeostasis metabdlica.

» Laexpresion hepaticay en TAB de p107 juega un papel esencial para defender la
homeostasis tras exposicion a dietas agresoras sobre el funcionamiento del higado y TAB.

» Ensuconjunto, estos datos nos permiten postular a p107 como potencial diana terapeutica en
MASLD.
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En esta tesis doctoral se investiga las acciones de p107 sobre el
metabolismo lipidico y de la glucosa tanto en el higado como en
el tejido adiposo, ademas de discernir su influencia en la
comunicacion entre estos dos tejidos y los consecuentes efectos
en el desarrollo de la obesidad y de la enfermedad hepética.
Nuestros resultados han demostrado que, en concordancia con
los modelos de obesidad, la inhibicién de p107 produce una
resistencia a la esteatosis inducida por dieta actuando sobre el

metabolismo lipidico y de la glucosa. En conclusion, este
trabajo muestra un nuevo papel de p107 en el metabolismo
tanto a nivel hepatico como en la comunicacién del higado con
el tejido adiposo blanco siendo un potencial candidato como
nueva diana terapéutica para retrasar el MASLD y la
progresion de la enfermedad hepatica.
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